STUDI DI VIRTUAL SCREENING PER L'IDENTIFICAZIONE DI NUOVI POTENZIALI INIBITORI DEL PIN1 by CARDELLI, ALESSANDRO
 UNIVERSITÁ DI PISA 
 
 
DIPARTIMENTO DI FARMACIA 
 
Corso di Laurea Specialistica in Chimica e Tecnologia Farmaceutiche 
 
 
Tesi di Laurea: 
 
 
STUDI DI VIRTUAL SCREENING PER L’IDENTIFICAZIONE 




Relatore: Prof. Tiziano Tuccinardi         Candidato: Alessandro Cardelli  
          (mat. n° 426077) 
 
 




ANNO ACCADEMICO 2014-2015 
Indice 
Capitolo 1: INTRODUZIONE 
 1.1 LE PEPTIDIL-PROLIL ISOMERASI ……...……………………….. pag. 1 
 1.2 PIN1 …...…………..…………………………………………………. pag. 2 
o 1.2.1 Sito catalitico …………………………………………………... pag. 2 
 1.3 PIN1 E IL CICLO CELLULARE …...………………………............. pag. 4 
 1.4 RUOLO BIOLOGICO ……..………………………………………… pag. 6 
o 1.4.1 Implicazioni nelle neoplasie …………………………………… pag. 6 
o 1.4.2 Implicazioni nel morbo di Alzheimer …………………............. pag. 8 
 1.5 LIGANDI …………………………………………………….............. pag. 9 
o 1.5.1 Inibitori del Pin1 presenti in letteratura …..……………………. pag. 10 
Capitolo 2: METODI 
 2.1 FLAP (Fingerprints for Ligands And Proteins) ……………………… pag. 31 
o 2.1.1 Campi di GRID (GRID-MIFs) ….……………………………... pag. 31 
o 2.1.2 Creazione di punti e tetraedri farmacoforici ………….………... pag. 33 
o 2.1.3 Fingerprints e Matching …...…………………………………... pag. 35 
o 2.1.4 Receptor-Based Virtual Screening (RBVS) ….………………... pag. 36 
o 2.1.5 Ligand-Based Virtual Screening (LBVS) ……………………... pag. 39 
o 2.1.6 Pharmacophore-Based Virtual Screening (PBVS) …...………... pag. 39 
 2.2 PROCEDURE DI VIRTUAL SCREENING UTILIZZATE NELLA 
VALIDAZIONE DEL SOFTWARE FLAP CON IL DATABASE 
MUV ………………………………………………...……………….. pag. 41 
o 2.2.1 Creazione di un database di FLAP …...………………………... pag. 41 
o 2.2.2 Creazione del database di validazione Pin1-MUV ….……..…... pag. 44 
o 2.2.3 LBVS relativi al database Pin1-MUV ………..………………... pag. 47 
o 2.2.4 Valutazione dei risultati: FLAP scoring …...…………………... pag. 48 
o 2.2.5 RBVS relativi al database Pin1-MUV ……...……….………..... pag. 49 
o 2.2.6 PBVS relativi al database Pin1-MUV ….....…………….……... pag. 51 
 2.3 PROCEDURA DI VIRTUAL SCREENING UTILIZZATA NELLA 
RICERCA DI NUOVI POTENZIALI INIBITORI DELL’ENZIMA 
PIN1 CON IL DATABASE COMMERCIALE ENAMINE ……..…. pag. 51 
o 2.3.1 Creazione del database Pin1-Enamine ….……………………... pag. 51 
o 2.3.2 LBVS relativi al database Pin1-Enamine ………...….….……... pag. 52 
Capitolo 3: PARTE SPERIMENTALE 
 3.1 SCOPO DELLA TESI …..………………………………................… pag. 53 
 3.2 ANALISI DELLE STRUTTURE CRISTALLOGRAFICHE …..…… pag. 53 
 3.3 SCELTA DEL SET DI INIBITORI ……..……………………...…… pag. 54 
 3.4 VALIDAZIONE DELLE PROCEDURE DI VIRTUAL SCREENING 
CON IL DATABASE MUV ……..………………………………….. pag. 59 
o 3.4.1 LBVS relativi al database Pin1-MUV ….…….………………... pag. 59 
o 3.4.2 RBVS relativi al database Pin1-MUV ………..….……...……... pag. 65 
o 3.4.3 Conclusioni sulle procedure di screening relative al database 
    di calibrazione Pin1-MUV ….………………….….…………... pag. 68 
 3.5 MESSA A PUNTO DI UNA STRATEGIA PER FILTRARE UN 
DATABASE COMMERCIALE SULLA BASE DI UNA PROCEDURA 
VALIDATA PER LA RICERCA DI NUOVI POTENZIALI INIBITORI 
DELL’ENZIMA PIN1 …………………….....…..………………….. pag. 69 
o 3.5.1 Creazione del database Pin1-Enamine ……….………………... pag. 70 
o 3.5.2 LBVS relativi al database Pin1-Enamine …………….………... pag. 70 
o 3.5.3 Analisi dei risultati ……………………...……………………... pag. 76 
Capitolo 4: CONCLUSIONI ……………...……………………………….. pag. 78 
 
BIBLIOGRAFIA……………………………………………………………… pag. 81 
 










1.1 LE PEPTIDIL-PROLIL ISOMERASI 
La proteina Pin1 fa parte della famiglia delle Peptidil-Prolil Isomerasi (PPIasi), enzimi 
che catalizzano la reazione di isomerizzazione cis-trans del legame peptidico di residui 
legati all’amminoacido prolina (Figura 1.1). La maggior parte degli amminoacidi ha 
una forte preferenza energetica per la conformazione trans, causa ingombro sterico, ma 
nel caso del legame nella sequenza X-Pro, dove X è un amminoacido qualsiasi, la 









Figura 1.1 Isomerizzazione del legame peptidico di una sequenza X-Pro 
 
Le PPIasi sono state suddivise, in base alla loro interazione con farmaci 
immunosoppressori[1], in: 
• Ciclofilline (che legano la Ciclosporina A); 
• Proteine che legano FK506; 
• PPIasi simili alle parvuline, che non legano farmaci immunosoppressori. 
  








L’enzima Pin1 fa parte delle PPIasi simili alle parvuline e si distingue dalle altre 
isomerasi per la presenza di uno specifico dominio N-terminale che media il 
riconoscimento di residui di serina e di treonina fosforilati i quali precedono 
immediatamente una prolina. Una volta riconosciuto il suo substrato, Pin1 risulta quindi 
essere in grado di catalizzare l’isomerizzazione selettiva del legame peptidico pSer/Thr-
Pro. Tale reazione viene attuata però attraverso l’azione del dominio C-terminale 
dell’enzima, la vera e propria rotamasi, che possiede un sito catalitico in grado di 
operare il cambiamento conformazionale. Possiamo quindi suddividere i 163 
amminoacidi della sequenza proteica in due parti: un dominio N-terminale di tipo WW 
(1-39) ed un dominio C-terminale (45-163), connesso all’altro mediante un segmento 
flessibile (Figura 1.2)[2][40]. 
 
 
Figura 1.2 Adattamento da Lu K.P. e Zhou X.Z.; Nature Reviews Molecular Cell Biology 8
[40] 
 
1.2.1 Sito catalitico 
Il sito catalitico della proteina Pin1 è stato fin da subito oggetto di intenso studio da 
parte dei ricercatori. Come riportato in vari studi[2][4] possiamo suddividere il sito di 
legame sommariamente in tre regioni (Figura 1.3): una tasca idrofobica formata dagli 
amminoacidi Leu122, Met130, Phe134, una regione carica positivamente come prodotto 
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Figura 1.3 Sito catalitico del Pin1
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1.3 PIN1 E IL CICLO CELLULARE 
Per capire l’importanza dell’enzima Pin1 bisogna analizzare nel dettaglio la maggior 
parte dei riferimenti sui fattori che regolano il ciclo cellulare nelle sue varie fasi. Questo 
ci serve per avere una comprensione non solo per quanto concerne il tipo di azione 
dell’enzima, ma anche per capire quali sono i fattori che lo regolano e lo modulano. Il 
ciclo cellulare è un processo geneticamente controllato, costituito da una serie di eventi 
coordinati e dipendenti tra loro, dai quali dipende la corretta proliferazione delle cellule 
eucariotiche. Gli eventi molecolari che controllano il ciclo cellulare sono ordinati e 
direzionali: ogni processo è la diretta conseguenza dell'evento precedente ed è la causa 
di quello successivo. Ė caratterizzato da cinque fasi: G1, S, G2, mitosi e citodieresi. La 
progressione sequenziale delle cellule attraverso le varie fasi del ciclo cellulare è 
finemente regolata da proteine dette cicline che provvedono ad attivare specifici enzimi 
chiamati chinasi ciclina-dipendenti (CDK). La formazione del complesso ciclina-CDK 
determina la fosforilazione di una serie di proteine essenziali per la corretta 
prosecuzione del ciclo. Una di queste è la proteina del retino blastoma (RB) che 
normalmente impedisce alle cellule di replicarsi bloccando il fattore di trascrizione E2F 
e rendendolo così inattivo. Una volta iper-fosforilato dalle CDK attivate, l’RB libera il 
fattore E2F attivando così la trascrizione[7]. 
La crescita cellulare è un complesso schema che prevede vari checkpoint al suo interno 
e la sua corretta prosecuzione dipende dal superamento di questi punti di controllo. 
L’importanza di questi blocchi è determinante nella comprensione di molte patologie, 
come ad esempio i tumori, in quanto le cellule neoplastiche sfuggono a questi 
meccanismi di controllo[7]. 
Delineando uno schema d’inizio e prosieguo del ciclo cellulare, al primo step è 
opportuno inserire quello che generalmente fa da fenomeno interruttore, ovvero lo 
stimolo esterno. La replicazione delle cellule infatti è generalmente stimolata da fattori 
di crescita o da segnali generati da componenti della membrana extracellulare. Il 
segnale viene trasmesso attraverso una cascata di eventi che, come già citato, portano 
all’attivazione del fattore E2F e alla trascrizione delle cicline di tipo E, necessarie al 
passaggio del primo checkpoint G1\S (Figura 1.4). In questa fase interviene l’enzima 
Pin1 che, con la sua attività catalitica, sblocca una serie di proteine quiescenti attuando 
  
 
solitamente una stabilizzazione della struttura e qui
L’isomerizzazione infatti, come nel caso dell’interazione con 
Fos[8][9], stimolanti l’espressione della ciclina D1, è un modo per spostare l’equilibrio 
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cellulare in cui si trova. Un esempio chiaro è l’ambiguità nel
noteremo in seguito 
nell’oncogenesi[10][11], ma allo stesso tempo l’enzima è un forte stabilizzante del fattore 
p53[12][13] che serve ad inibire il ciclo cellulare. Tale proteina infatti
importanti onco-soppressori presenti all’interno della cellula ed è definito nel campo 
della medicina come il guardiano del genoma
un blocco temporaneo dell’attività delle CDK per permettere la riparazione e, nei casi 
irrecuperabili, manda la cellula in apoptosi.
 
 
Figura 1.4 Cascata degli eventi che riguardano l’inizio del ciclo cellulare e il superamento dei vari 
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1.4 RUOLO BIOLOGICO 
Per definire il ruolo biologico del Pin1 è indispensabile fare delle premesse che si 
basano sul considerare sia ciò che è fonte regolatrice dell’enzima, sia ciò che esso va a 
modulare. A proposito del substrato che esso modula, in primo luogo abbiamo il 
riconoscimento del motivo pSer/Thr-Pro da parte del dominio N-terminale e 
successivamente avviene l’isomerizzazione[14]. Alla base di questo processo c’è un 
importante passaggio che deve verificarsi ovvero la fosforilazione della sequenza X-
Pro. Questo compito viene svolto dalle chinasi, in particolare dalle MAPK, chinasi 
attivate da agenti mitogeni, oppure dalle stesse CDK. Una volta compiuto tale passaggio 
Pin1 può agire attuando l’inversione di conformazione, rendendo così disponibile il 
substrato verso tutta una serie di proteine che riconoscono selettivamente la forma trans. 
Pin1 con la sua attività è in grado di controllare le funzionalità di molte proteine tra le 
quali CDC25c[15], Wee1[16], Myt1[17], Ck2[18], Plk1[19], tis21[20], ciclina D1[8], c-Jun[9], c-
Fos[9][21], il dominio C-terminale della RNA polimerasi II[22], p53[12][13] e p73[23]. Inoltre 
Pin1 è noto per influire sulla proteina Tau[24] e sul precursore della placca amiloide 
(APP)[25], implicate nei meccanismi della neuro-degenerazione. 
Tutta questa serie di interazioni, come dimostrato in studi successivi, hanno portato a 
considerare Pin1 come un fattore determinante per lo sviluppo di patologie come il 
cancro e il morbo di Alzheimer. Recenti studi dimostrano inoltre una possibile 
implicazione anche nel campo dell’immunologia[26]. 
 
1.4.1 Implicazioni nelle neoplasie 
E’ stato ampiamente osservato, attraverso numerosi studi, come l’enzima isomerasi 
Pin1 sia fortemente correlato con lo sviluppo di molte neoplasie. In particolar modo è 
stato messo in evidenza come Pin1 risulti sovra-espresso nella maggior parte dei tumori 
più comuni, quali il cancro al seno, alla prostata, ai polmoni e al colon[10]. L’enzima 
risulta essere fondamentale nella regolazione della ciclina D1, avente un ruolo chiave 
nello sviluppo del cancro al seno[11] e nella sua stabilizzazione, attraverso il 
riconoscimento della sequenza pThr286-Pro, prevenendone così l’esportazione e la 
degradazione. La sovra-espressione del Pin1 nel cancro alla prostata è correlata 
positivamente con un’alta probabilità di recidiva dopo prostatectomia mentre in altri 







tumori, inclusi quelli al colon e ai polmoni, è stato dimostrato come tale sovra-
espressione possieda un valore diagnostico della malattia. E’ stato inoltre comprovato 
come Pin1, con la propria attività, possa risultare un amplificatore della condizione 
patologica. 
Pin1 è in grado di incrementare i livelli di trascrizione della ciclina D1 attraverso la 
modulazione di almeno tre differenti vie di segnale. Il primo meccanismo è quello che 
vede il coinvolgimento dell’oncogene RAS e la cascata di segnali delle MAPK e delle 
JNK come risposta alla stimolazione da parte dei fattori di crescita (Figura 1.5). Pin1 ha 
come target due prodotti delle MAPK e delle JNK, interagendo con la sequenza 
pSer63/73-Pro del c-Jun e con multiple sequenze pSer/Thr-Pro del c-Fos, i quali sono in 
grado di stimolare l’attività trascrizionale della ciclina D1 attraverso fattori di 
attivazione come AP1. Oltre ciò Pin1 promuove la defosforilazione della Raf-chinasi, 
strettamente correlata con l’attivazione dell’oncogene RAS, che viene usualmente resa 
inattiva dalle MAPK in un meccanismo a feedback negativo[27].  
Pin1 ha come target anche la sequenza pThr246-Pro della β-catenina e la sequenza 
pThr254-Pro nella subunità p65/RelA del fattore nucleare (NF)-κB, prevenendo 
l’esportazione e l’inibizione di queste proteine nel citoplasma per la loro degradazione. 
La β-catenina è una proteina che fa parte del complesso sistema di ancoraggio che le 
cellule mantengono per saldarsi alla matrice extracellulare. Nelle cellule normali gli 
eccessi della β-catenina vengono degradati mediante legame con la proteina APC[7]. 
Nello stato patologico, avvenendo la perdita genetica di questo fattore, l’eventuale 
stimolazione della β-catenina da parte della propria via di segnale, che coinvolge il 
WNT, porta ad una continua trascrizione della ciclina D1, favorendo la proliferazione 
cellulare. Un altro effetto fondamentale che viene a crearsi è un’instabilità generale 
della cellula, con conseguente perdita di adesività ed invasione della matrice 
extracellulare. La diretta conseguenza di questo processo è l’insinuazione della cellula 
tumorale all’interno dei vasi sanguigni, la migrazione della stessa in altri distretti 
dell’organismo e il possibile inizio di un processo metastatico[7]. 
 












In ultima analisi è opportuno riportare come la sovra-espressione del Pin1 comporti 
l’interruzione dell'accoppiamento stretto di duplicazione dei centrosomi con la sintesi 
del DNA, portando all’amplificazione dei centrosomi, all’instabilità cromosomica e alla 
carcinogenesi[28]. 
 
1.4.2 Implicazioni nel morbo di Alzheimer 
Il morbo di Alzheimer è la causa più comune di demenza senile presente in natura. È 
caratterizzata dalla neuro-degenerazione della zona corticale e sotto corticale 
dell’encefalo propriamente detto, con riduzione del volume cerebrale, allargamento dei 
solchi e appiattimento delle circonvoluzioni. Questa perdita genera un’importante 
atrofia delle regioni affette coinvolgendo generalmente la corteccia frontale, la 
circonvoluzione del cingolo e i lobi temporale e parietale[29]. La causa maggiore, a 
livello biochimico, è stata individuata nell’accumulo di aggregati extracellulari sulla 
membrana dei neuroni, dove sostanzialmente si presenta un peptide di 40-42 







amminoacidi: la β-Amiloide, o Aβ[30]. Questo accumulo, a lungo andare, finisce col 
generare una vera e propria placca (amiloide, ndr) che diventa oggetto di un processo 
infiammatorio con risposta immunitaria il quale coinvolge il richiamo di macrofagi e 
neutrofili. Essi stimolano così la produzione di citochine ed interleuchine che 
danneggiano irreversibilmente i neuroni. Alla base di tutto ciò c’è la variazione genetica 
di un precursore, l’APP (Proteina Precorritrice dell’Amiloide) che porta alla produzione 
di due peptidi molto tossici, Aβ 1-40 e Aβ 1-42, attraverso l’azione delle secretasi. Il 
meccanismo non è stato ancora del tutto chiarito ma sembra che Pin1 isomerizzi l’APP 
spostando l’equilibrio verso la conformazione “sana”, prevenendo così la successiva 
formazione di peptidi tossici[31]. 
Un’altra ipotesi sullo sviluppo dell’Alzheimer si basa sulla proteina Tau, che serve a 
stabilizzare i microtubuli nel citoscheletro garantendo stabilità alla cellula. Durante la 
malattia la proteina Tau viene iper-fosforilata perdendo così la sua capacità di controllo 
sul citoscheletro il quale finisce con l’essere degradato. L’enzima Pin1, in questo senso, 
agisce ripristinando la forma corretta della proteina[24]. 
Possiamo quindi affermare che, mentre nei tumori Pin1 stimola la proliferazione, nelle 




Fin dai primi studi i ricercatori che si sono occupati del Pin1 hanno avuto come 
principale problema la mancanza di un inibitore naturale di riferimento. Le altre 
famiglie delle PPIasi infatti sono note per interagire con farmaci immunosoppressori, 
quali Rapamicina, Tacrolimus (FK506) e Ciclosporina, e sono per questo dette 
Immunofilline. Per questo motivo i ricercatori hanno deciso di testare sull’enzima tutta 
una serie di metaboliti secondari e nel 1998 Hennig et al. hanno scoperto un primo vero 
e proprio inibitore del Pin1: il Juglone. (Figura 1.6). 
  

















Figura 1.6 Struttura chimica di Juglone 
 
Il Juglone (5-idrossi-1,4-naftochinone) è un colorante naturale di tonalità marrone, 
estratto dai gusci dei frutti e dalle foglie del noce, che ha la caratteristica di poter inibire 
selettivamente ed irreversibilmente l’enzima Pin1. Il composto infatti è risultato non 
avere alcun effetto inibitorio sulle altre famiglie delle PPIasi mentre invece è in grado di 
inibire l’attività enzimatica di parecchie parvuline, tra cui quella di E.Coli, l’omologo 
del Pin1 nel lievito, ovvero ESS1, e la Pin1 umana. 
Il meccanismo d’azione di Juglone, testato su E.Coli, è basato sull’interazione covalente 
che il composto attua con due amminoacidi, Cys41 e Cys69, attraverso un’addizione di 
Michael sul gruppo tiolico. Successivamente avviene una lenta ossidazione dell’addotto 
che però non risulta essere importante ai fini dell’inattivazione in quanto il complesso è 
già di per sé sensibile alla proteolisi. 
Nonostante tutti questi test abbiano rivelato la bontà e la selettività d’inibizione per 
quanto riguarda le PPIasi, Juglone è stato precluso da possibili utilizzi nella terapia anti-
cancro per via del fatto che mostra un’inibizione non specifica nei confronti di altri 
enzimi, come la piruvato decarbossilasi[34], glutatione S-transferasi[35] ed RNA 
polimerasi[36]. 
 
1.5.1 Inibitori del Pin1 presenti in letteratura 
L’analisi bibliografica ci ha fornito conoscenze su una certa gamma di molecole di cui è 
nota l’attività nei confronti del Pin1, le quali possono essere distinte in due tipologie: 
inibitori peptidici ed inibitori non peptidici. Per la valutazione e la validazione del 
metodo utilizzato per gli studi di Virtual Screening abbiamo considerato nell’analisi 
solamente la seconda tipologia, ovvero gli inibitori non peptidici. A livello cronologico 







le ricerche di piccole molecole organiche attive sul Pin1 sono partite negli anni 2000, 
ma i primi veri e propri ligandi non peptidici si sono avuti solamente a partire dal 2009, 
con i ligandi pubblicati da Guo e collaboratori[3] (Pfizer). 
All’inizio i ricercatori della Pfizer sono partiti dalla modellazione dello scaffold centrale 
di un inibitore noto della PPIasi FKBP (proteina legante FK506), vale a dire il 
pipecolato (Figura 1.7)[3]. Le modifiche operate sono state fatte in maniera tale da 
adattare il nucleo dell’inibitore all’enzima Pin1, osservando le differenze tra i due siti 
catalitici. Una di tali variazioni è stata fatta con lo scopo di aumentare l’interazione 
della nuova molecola mediante l’aggiunta di una porzione che andasse ad inserirsi in 

















Figura 1.7 Elaborazione del nucleo del pipecolato 
 
Da questi composti è stata evidenziata l’importanza del gruppo fosfato che va ad 
interagire con la regione carica positivamente, formata dall’Arg68, Arg69 e dalla 
Lys63. Nonostante le molecole dimostrassero una certa attività, i ricercatori 
sospettarono che il nucleo del pipecolato non fosse troppo adatto, così come destò 
qualche perplessità il gruppo estereo presente all’interno di tali composti. 
La nuova serie di molecole prese in considerazione è stata creata a partire dall’analisi di 
una libreria di composti avente come nucleo centrale un ammino-alcool fosforilato di 
struttura simile all’amminoacido fenilalanina (Tabella 1.1). I nuovi prodotti, oltre ad 
una chiara attività sull’enzima Pin1, hanno rivelato una potenza circa 10-30 volte 
superiore rispetto agli analoghi col nucleo del pipecolato[3]. Questo risultato ha 
confermato le ipotesi dei ricercatori, ha fornito dati sull’importanza della geometria R 
del nucleo di base, ma ha dato un esito imprevisto per quanto riguarda l’interazione. 
 





















Composto X R R
1
 Ki  (µM) 
17a -SO2- Fenile H 8,77 µM 
17b -NHC(O)- Fenile H 4,13 µM 
17c -C(O)- Fenile H 0,525 µM 
18a -C(O)- Fenile H 0,1 µM 
18b -C(O)- Fenile H 0,179 µM 
21a  -C(O)- 2-naftil 3 – F 0,008 µM 
21b -C(O)- 2-benzotiofenil  3 – F 0,006 µM 
22a -C(O)- 2-naftil 3 – Metil 0,032µM 
22b -C(O)- 2-benzotiofenil 3 – Metil 0,057 µM 
23a -C(O)- 2-naftil 2, 3 – di F 0,078 µM 
23b -C(O)-  2-benzotiofenil 2, 3 – di F 0,089 µM 




I raggi X dei complessi con i ligandi 18b e 22b (codici PDB rispettivamente 3IKD e 
3IKG) hanno rivelato che l’aggancio al sito catalitico avviene in maniera differente. Il 
sostituente benzotiofenico infatti va ad interagire su quella che precedentemente 
abbiamo definito come piattaforma, superficie al di sotto della Cys113, data dal 
prosieguo della Leu122. La spiegazione a questo risultato sarà poi confermata da esiti 
simili anche negli studi successivi[5][6][37] con la giustificazione di una poca accessibilità 
alla regione denominata canyon, in virtù della presenza di una o più molecole d’acqua.  
Una seconda serie di inibitori non peptidici è stata proposta dai ricercatori della Vernalis 
a seguito di un’indagine basata sullo screening attraverso NMR di una serie di circa 
1.200 frammenti[5]. Questo processo ha portato inizialmente alla scoperta di 5 inibitori 
con attività interessante, dei quali il più potente si è rivelato essere il composto 4 







(Tabella 1.2, codice PDB 3KCE). Una prima analisi delle interazioni di tale composto 
con Pin1 mostra come l’NH indolico sembri attuare una debole interazione con Cys113, 
ma la peculiarità più importante è il fatto che a legare la Lys63 della regione carica 
positivamente non ci sia più un gruppo fosfato bensì un acido carbossilico. 
Questa novità pone allo studio di Vernalis un grande vantaggio rispetto ai composti visti 
precedentemente in quanto la presenza del gruppo fosfato dei composti sintetizzati dalla 
Pfizer rendeva le molecole inadatte alla permeazione durante i test sulle linee cellulari 
















 IC50  (µM) 
4 C COOH Me H 16 
5 C COOH H Me 630 
8a N COOH Me H 63 
8b N COOH CN H 10 
9 N CONHEt Me H >2000 
10  N (CH2)2COOH  H H 740 
11 C (CH2)2COOH H H 450 




Oltre al composto 4 sono stati sintetizzati anche altri ligandi con attività tuttavia simili o 
peggiori. A questo punto i ricercatori della Vernalis hanno modificato la struttura 
centrale con lo scopo di sfruttare una peculiarità dei composti pubblicati dalla Pfizer. 
L’intento era quello di creare un’interazione aggiuntiva con la superficie nota come 
piattaforma attraverso l’aggiunta di una catena laterale mediante modifica della 
posizione 2 dell’anello benzoimidazolico. In pratica, arrivati a questo livello, sia Pfizer 
che Vernalis hanno confidato in un approccio molto simile. I risultati in termini di 
attività sono stati incoraggianti (Tabella 1.3). Il composto 19e infatti ha mostrato 







un’IC50 pari a 25nM, verificata attraverso spettrofotometria[5]. L’analogo 17b, avente un 
estere metilico al posto del carbossile, è risultato invece molto meno attivo confermando 











Comp. R Ar R
1
 IC50  (µM) 
18a H 2-Benzoimidazol Et 78 





18c H 2-Benzoimidazol 
 
7.5 

























































La sostituzione del gruppo 2-benzoimidazolico con un gruppo β-naftilico ha 
determinato un notevole decremento dell’attività enzimatica (composti 23a e 23b), 
tuttavia tali molecole hanno mostrato una certa attività antiproliferativa in linee cellulari 
PC3[5] (cellule cancerose prostatiche). 
Una terza serie di ligandi è stata proposta nuovamente da Pfizer agli inizi del 2010 e si 
basa sulla rivisitazione di alcuni composti precedenti. In una prima analisi i ricercatori 
hanno escluso il gruppo alcolico come possibile sostituto del fosfato e si sono 
concentrati sulla rivalutazione di alcuni composti marginali (Tabella 1.4). 
 












Composto R Linker (n) Ki  (µM) 
3a H 0 28 
3b 2-CF3 0 93 
3c 2-F 0 63 
3d 2-CN 0 351 
3e 2,3 di-F 0 103 
3f  3-F 0 12 
3g 3-F 1 5.7 
3h 3-CH3 0 2.8 
3i 3-CH3 1 9.7 
3j 3-CN 0 3.2 
3k 3-CN 1 2.3 
3l 3-CF3 0 1.8 
3m 3-CF3 1 13 
3n 3-Cl 0 3.4 
3o 3-Cl 1 2 
3p 3,4 di-F 0 23 
3q 3,4 di-F 1 82 
3r 3,4 di-Cl 0 2.2 
3s 3,4,5 Tri-F 0 9.0 
3t 4-CN 0 3.0 
3u 4-CF3 0 11 







3v 4-CF3 1 121 
3w 4-CH3 0 17 




Il capostipite di questa tabella è il composto 3a, un intermedio di reazione dei precedenti 
inibitori col gruppo fosfato. Il legame con il sito catalitico è stato confermato attraverso 
una calorimetria isotermica di titolazione e alcuni studi NMR[38]. Attraverso queste 
valutazioni sono stati successivamente creati nuovi ligandi con la speranza di regolare la 
distanza tra l’anello aromatico, che si inserisce nella tasca lipofila, e il carbossile 
interagente con la regione carica. Quest’idea è stata concepita in seguito ad alcune 
analisi di docking dove è stato paragonato il composto 3a con il ligando del codice PDB 
3IKD (composto 18b presentato da Guo et al.[3]). Le modifiche sono state apportate 
giocando su due elementi: 
o l’ingombro generato dalla sostituzione sull’anello che s’inserisce nella tasca 
idrofobica; 
o l’inserimento di un metilene nel linker presente tra l’ammide e l’acido 
carbossilico. 
 Queste variazioni hanno messo in evidenza come l’aggiunta di sostituenti anche molto 
ingombranti può migliorare il valore d’inibizione generale della molecola. Tuttavia 
l’aumento del linker, accompagnato dall’inserimento di sostituenti più piccoli, ha dato 
generalmente risultati migliori. 
Dalla cristallizzazione di uno di questi ligandi, il composto 3f, si è potuto osservare una 
nuova interessante peculiarità: il gruppo carbossilico, invece di interagire direttamente 
con le catene laterali di Arg68 e Arg69 (come visto negli inibitori col gruppo fosfato), 
attua un’interazione mediata da molecole d’acqua con Arg69 e Ser154. I dati riportano 
un’interazione con legame a idrogeno tra gli ossigeni del carbossile, Lys63 e una 
molecola d’acqua alla pari distanza di 2,9 Å.  
Sulla base di questi risultati il gruppo Pfizer ha ideato una nuova serie di molecole. Le 
strutture, classificate secondo tre tipologie, sono riassunte nella Tabella 1.5. 
 

























 Ki  (µM) 
20a A 2-Naftil Ph 12,8 
20b A 2-Naftil 3-F-Ph 1,87 
20c A 2-Naftil 2-OH-Ph 4,43 
20d A 2-Naftil 2- Tienil 7 
21 B 2-Naftil 3-F-Ph 18 
23a C 2-Naftil Ph 1,8 
23b C 2-Naftil 3-F- Ph 0,89 
23c C 2-Benzotiofenil Ph 3,7 
24 C 2-Naftil Cicloesil- 1-enil 2 




Come quarta serie sono stati pubblicati dalla Vernalis, nel Novembre 2010, una serie di 
25 composti, 9 dei quali cristallizzati e registrati su RCSB[41]. L’indagine è partita 
attraverso la sperimentazione di 900 frammenti, 40 dei quali sono stati identificati come 
promettenti ma solo 2 di questi hanno dato buon esito alle verifiche tramite esperimenti 
di NMR bidimensionale[37]. Uno di questi composti è stato cristallizzato assieme 
all’enzima e l’attività, in termini di IC50, è risultata essere di 720 µM. La ricerca si è 
quindi focalizzata sul trovare composti dalla struttura simile al composto 3 e come 
risultato sono stati sviluppati i composti 4 e 5, con quest’ultimo che si è rivelato essere 
il più attivo riportando un’IC50 pari a 180 µM (Tabella 1.6). 
Come si può notare il composto 5 è stato ulteriormente elaborato in due nuove serie, la 
prima basata sull’aggiunta di un fenile in posizione 3 e di un metile in posizione 2 del 
core imidazolico, mentre la seconda basata sull’elaborazione di questo metile 












Tabella 1.6 Inibitori non peptidici del Pin1 presentati da Potter A.J. e collaboratori
 
Dalle Tabelle 1.7 e 1.8
l’inibizione della crescita di cellule tumorali prostatiche PC3.
 
 
Composto 3                   
IC50 = 720µM





 R IC50  (µM) 
a H 360 
 CF3 23 
 CH3 34 
 CN 19 
 Cl 20 
 OCH3 270 

















Composto 5                    
IC50 = 180µM











Pin1 IC50  (µM) PC3 GI50  (µM) 
14a H OH 1.46 ND 
14b F OH 0.32 ND 
16a H NHMe 80 ND 
16b H NHEt 140 ND 

































Lo scopo di tutte queste modifiche sulle posizioni dell’anello imidazolico era riuscire ad 
aumentare l’interazione col sito catalitico coinvolgendo la regione denominata canyon. 
L’esito di questo test è stato assolutamente sorprendente in quanto i risultati 
sperimentali della cristallizzazione hanno mostrato ancora una volta la medesima 
situazione: non solo nessun accesso al canyon, ma è emerso che per i composti è più 







facile spiazzare la catena laterale dell’Arg68, spostandola dalla sua posizione naturale, 
piuttosto che arrivare nella zona compresa tra Arg69, Trp73 e Ser114.  
A questo punto i ricercatori hanno voluto sperimentare un ultimo set di composti, basati 
sull’aggiunta di un atomo di cloro come sostituente in posizione 3 dell’anello fenilico. 















Pin1 IC50  (µM) PC3 GI50  (µM) 













Infine, nell’Ottobre 2011, un gruppo di ricercatori ha iniziato a studiare nuovi inibitori 
progettati per rappresentare lo stato di transizione dell’isomerizzazione cis-trans del 
legame peptidico[39]. La loro struttura rivela infatti la presenza di una trans-pirrolidina 
che va a mimare il residuo prolinico interessato nel processo di isomerizzazione 
(Tabella 1.9). 
 









Composto IC50  (µM) 
1 6.3 ± 0.4 
2 12 ± 2 
3 30 ± 2 
4a 16 ± 2 
4b 189 ± 17 




Da tutte queste serie di inibitori siamo riusciti ad ottenere 22 ligandi da poter utilizzare 
nei nostri studi di Virtual Screening. Tuttavia, per le molecole fino ad oggi sviluppate, 
la buona attività enzimatica non si è mai tradotta in un’ottima attività cellulare. 
 
Di seguito si elencano le strutture dei composti oggetto degli studi in questo lavoro di 















, Tabella 1.1 
Composto 22b
[3]


























, Tabella 1.2 
Composto 18c
[5]














, Tabella 1.3 
Composto 19a
[5]
, Tabella 1.3 
Composto 20
[5]

















, Tabella 1.3 
Composto 23a
[37]



























































, Tabella 1.7 
Composto 16i
[6]














, Tabella 1.8 
Composto 2
[39]
, Tabella 1.9 
 
 










2.1 FLAP (Fingerprints for Ligands And Proteins) 
Il software FLAP è stato sviluppato per sfruttare le numerose informazioni fornite dalle 
strutture cristallografiche, dalle molecole presenti in letteratura e/o dai loro complessi. 
Esso rappresenta una procedura computazionale innovativa capace di esplorare lo 
spazio farmacoforico 3D di ligandi e proteine e fornire informazioni qualitative e 
quantitative relative alla complementarietà delle loro interazioni, utilizzando delle 
strutture di riferimento che permettano di effettuare delle sovrapposizioni ligando-
ligando, proteina-proteina o proteina-ligando. 
Nei paragrafi seguenti verranno presentati gli elementi sui quali sono basati i calcoli 
effettuati dal software, le metodologie di calcolo e le principali tipologie di analisi che 
possono essere realizzate. 
 
2.1.1 Campi di GRID (GRID-MIFs) 
Il software mette a disposizione dell’utente numerosi approcci, spaziando da screening 
basati sulle informazioni recettoriali a modelli basati sulle caratteristiche dei ligandi. Ad 
ogni modo, alla base di qualsiasi tipo di analisi vi è l’esplorazione delle caratteristiche 
sia strutturali che chimico-fisiche dei ligandi e delle cavità delle proteine forniti a 
FLAP, attraverso l’analisi dei campi di interazione molecolare di GRID (GRID-MIFs). 
I MIFs (Molecular Interaction Fields, letteralmente campi di forza molecolari) 
descrivono la variazione spaziale dell’energia di interazione tra una molecola, il target 
di riferimento, ed un determinato probe (sonda). La molecola target può essere una 
macromolecola, come ad esempio una proteina, oppure un ligando. Un probe può essere 
costituito da una piccola molecola, un frammento di molecola o un singolo atomo: tale 
entità virtuale ha il compito di ispezionare lo spazio circostante la molecola target (o 
quello definito da un sito o una tasca proteica) e rilevare le zone in cui un’interazione di 







una certa entità può essere stabilita tra il probe stesso ed il target, definendo così una 
mappa volumetrica tridimensionale della molecola relativa al tipo di interazione. 
I MIFs possono essere rilevati sulla base di varie soglie di energia, utilizzando superfici 
che delimitano le zone all’interno delle quali un dato tipo di interazione supera un certo 
valore energetico impostato. Esistono vari programmi in grado di calcolare i MIFs ma 
sicuramente il più efficace ed il più utilizzato è GRID, il quale è presente all’interno di 
FLAP, e costituisce le fondamenta delle sue tecniche di analisi.  
Naturalmente a seconda della natura del probe utilizzato cambia il tipo di interazione 
che può essere stabilita tra questo ed il target, per cui probes diversi rilevano MIFs di 
natura ed entità diversa. Dalla combinazione di MIFs di natura diversa è possibile 
realizzare un quadro più o meno dettagliato delle varie possibilità di interazione che un 
determinato target offre, analizzando ad esempio le caratteristiche chimico-fisico 
strutturali richieste da una determinata tasca recettoriale, che un ligando deve soddisfare 
affinché vi possa interagire o quelle che una generica molecola deve presentare come 
presupposto per poter dare le stesse interazioni di un ligando attivo di riferimento. Per 
quanto sia possibile i probes dovrebbero dunque essere scelti in maniera tale da 
rappresentare al meglio tutte le possibili interazioni realizzabili da un potenziale ligando 
o dagli amminoacidi che definiscono una cavità recettoriale. 
Dal momento che in FLAP sono disponibili circa 60 diversi GRID probes, teoricamente 
non ci sono limiti alla selezione delle loro combinazioni. In realtà, allo stato attuale 
delle tecniche computazionali, per varie ragioni è necessario evitare l’utilizzo di più di 
sei probes, i quali devono dunque essere scelti accuratamente per poter rappresentare al 
meglio le interazioni principali dei target da analizzare. Solitamente vengono utilizzati 4 
probes, più che sufficienti per ottenere un’accurata descrizione delle principali 
possibilità interattive di una determinata molecola. Tali probes, proposti da FLAP come 
default, sono H, DRY, N1 e O, rispettivamente un probe volumetrico (per l’analisi del 
volume e della forma del target in esame), uno idrofobico (per l’analisi di possibili 
interazioni di Van der Waals, π-stacking, forze di dispersione ecc.), un donatore ed un 
accettore di legami a idrogeno (per l’analisi di possibili interazioni dipolari). La 
validazione del software FLAP è stata eseguita usando questi probes, dando ottimi 
risultati nella performance del Virtual Screening. 
Dato che i MIFs calcolati per un target recettoriale sono utilizzati per identificare le 
posizioni più favorevoli per lo sviluppo di interazioni con il target stesso, che devono 







essere occupate dagli atomi di una data molecola, è necessario che gli atomi dei 
potenziali ligandi forniti a FLAP come input siano classificati sulla base dei probes 
scelti: ogni atomo di ciascun ligando viene dunque associato al probe che meglio 
approssima le sue caratteristiche e le sue possibilità di interazione. Normalmente FLAP 
fa tutto questo in automatico con le molecole fornite ad esso, ma la procedura può anche 
essere personalizzata. Questa analisi è fondamentale sia per i calcoli Structure-Based 
che per quelli Ligand-Based in quanto tale “scomposizione” dei ligandi nei probes che 
meglio li rappresentano è utilizzata per guidarne sia la reciproca sovrapposizione sia la 
sovrapposizione con i MIFs dei target recettoriali. 
 
2.1.2 Creazione di punti e tetraedri farmacoforici 
Una volta che per ogni ligando e/o sito proteico sono stati calcolati i MIFs, FLAP riduce 
la complessità delle informazioni in essi contenuti selezionando un numero di punti 
farmacoforici rappresentativi, sia dal punto di vista energetico che spaziale. Il numero di 
punti selezionati per ogni probe dipende dal volume del campo di interazione e dal suo 
livello energetico. Tali punti costituiscono le zone chiave di interazione all’interno dei 
MIFs ad essi associati (Figura 2.1). 
Questa selezione, fatta automaticamente da FLAP, può anche essere eseguita 
manualmente e rappresenta un punto critico dell’intero sistema. L’importanza di questa 
operazione è accentuata dal fatto che non possono essere utilizzati troppi punti 
farmacoforici (normalmente non più di 25-30 per probe, considerando una cavità 
recettoriale) al fine di evitare problemi combinatoriali. Allo stesso tempo però la loro 
combinazione deve essere tale da offrire una descrizione sufficientemente accurata e 
dettagliata delle possibili interazioni sviluppabili da un ligando o dai residui di un sito 
proteico. 
Al termine di questa procedura ogni punto farmacoforico estratto sarà caratterizzato da 
tre differenti proprietà: il tipo di interazione energetica (relativa alla natura del probe e 
del MIF a cui si riferisce), l’entità di tale interazione (ovvero il valore dell’energia di 
interazione misurato in Kcal/mol) e le tre coordinate cartesiane che ne definiscono la 
sua posizione nello spazio. 
 








Figura 2.1 Estrazione dei punti farmacoforici dai MIFs corrispondenti 
 
A questo punto FLAP procede automaticamente alla creazione di un modello 
matematico composto da tutte le possibili combinazioni di quattro punti farmacoforici, 
dando luogo a molteplici tetraedri farmacoforici che costituiscono gli elementi chiave 
del metodo di calcolo del programma: ogni ligando o sito recettoriale utilizzato come 
input viene infatti caratterizzato dalla serie di quadrupletti o tetraedri farmacoforici che 
in esso sono stati individuati e su di essi si baserà la sovrapposizione ligando-ligando e 
ligando-proteina (Figura 2.2). Per quanto riguarda i ligandi, FLAP costruisce anche dei 
tetraedri atomici in cui i quattro punti rappresentativi sono costituiti dagli atomi pesanti 
delle molecole analizzate, classificati in precedenza sulla base dei probes utilizzati per il 
calcolo dei MIFs. 
 
 
Figura 2.2 Calcolo dei tetraedri farmacoforici 
  
  







2.1.3 Fingerprints e Matching 
A questo punto FLAP esegue una sovrapposizione (matching) partendo dalla 
comparazione dei vari quadrupletti del ligando e della struttura analizzata come 
templato, il quale può essere un altro ligando oppure una tasca recettoriale. Ogni 
conformazione sarà descritta da tutta una serie di quadrupletti ricavati dai punti 
farmacoforici ad essa associati e dalla particolare disposizione degli atomi pesanti. Per 
ogni quadrupletto sono calcolate le distanze euclidee tra i quattro punti costitutivi, per 
un totale di sei distanze. In questo modo, non essendo più le distanze correlate 
solamente a coordinate cartesiane, sarà molto più veloce comparare i quadrupletti tra di 
loro. 
L’insieme di tutti questi quadrupletti, ricavabili dalle diverse conformazioni della 
molecola, costituisce una sorta di mappa identificativa della molecola stessa la quale, 
opportunamente codificata in bitstrings, dà luogo ad una grande matrice di dati chiamata 
fingerprint (letteralmente impronta digitale). Un bitstring è una serie di dati in grado di 
rappresentare univocamente, in un formato matematico, un determinato tetraedro. 
Durante la fase di creazione del database sul quale verranno effettuati i calcoli di Virtual 
Screening, FLAP genererà un set di conformeri per ogni molecola e ad ognuno di essi 
verrà associata una singola fingerprint. Nella fase di screening quindi confronterà tra 
loro tutti i vari bitstrings delle fingerprints, di ogni molecola da analizzare, con quelli 
del relativo elemento di riferimento (templato, sia questo una molecola, una tasca 
recettoriale o un modello farmacoforico), andando a sovrapporre tutti i vari quadrupletti 
delle molecole test con quelli del templato. 
Una sovrapposizione potenzialmente favorevole è riconosciuta tale quando ognuno dei 
punti di un quadrupletto si trova dentro una certa distanza da un punto individuale del 
quadrupletto al quale è comparato, in un modo non cumulativo. Inoltre è fondamentale 
che il tipo di probe che ha dato origine ai punti accoppiati sia il medesimo. L’algoritmo 
procederà con gli step successivi del calcolo solo quando sarà trovata questa 
sovrapposizione favorevole. Ciò rende la procedura molto efficiente dal punto di vista 
computazionale, sebbene vengano campionate un gran numero di potenziali 
sovrapposizioni. 
Sulla base delle sovrapposizioni trovate FLAP passerà al calcolo diretto della similarità 
dei MIFs (Figura 2.3) e all’assegnazione di un punteggio per valutare la bontà delle 







soluzioni. La ricerca verrà raffinata sulla base di altri elementi che variano a seconda del 
tipo di calcolo effettuato. 
 
 
Figura 2.3 In alto l’allineamento tra una molecola templato ed una molecola test sulla base della 
sovrapposizione di quadrupletti; in basso la sovrapposizione di MIFs differenti 
 
2.1.4 Receptor-Based Virtual Screening (RBVS) 
L’intero processo è basato sull’assunzione che l’affinità di una molecola per un sito 
recettoriale, e dunque l’entità delle interazioni che possono essere tra loro stabilite, sia 
dipendente dalle singole affinità o interazioni che si possono individuare tra i singoli 
atomi o gruppi funzionali presenti nel ligando e nel sito stessi. 
Queste possibili interazioni vengono rilevate attraverso la sovrapposizione dei tetraedri 
atomici delle molecole da analizzare con i tetraedri costituiti dai punti farmacoforici 
relativi ai MIFs calcolati per la tasca recettoriale. Quando un potenziale ligando, in una 
conformazione energeticamente favorevole, possiede quattro atomi che presentano una 
disposizione spaziale tale da permetterne la sovrapposizione con un ugual numero di 
punti farmacoforici recettoriali dello stesso tipo, il ligando in questione può essere 
potenzialmente in grado di stabilire un’interazione di legame efficace con il recettore in 
esame. 
Ovviamente nella pratica è molto difficile riscontrare una perfetta sovrapposizione tra 
gli atomi di un ligando ed i corrispondenti punti farmacoforici di un recettore, dunque 







quando se ne valuta la posizione reciproca nello spazio cartesiano è necessario accettare 
un certo grado di approssimazione. Ad esempio il risultato della sovrapposizione dei 
due tetraedri Atom-Based e Pharmacophore-Based deve essere considerato 
soddisfacente se ciascun atomo è a meno di 1Å di distanza dal corrispondente punto 
farmacoforico, molto buono o ottimo se le relative distanze si riducono a 0,5-0,25 Å, 
mentre si considerano coincidenti due tetraedri i cui punti corrispondenti si discostano 
tra loro per meno di 0,25 Å. 
Quando viene effettuato un Receptor-Based Virtual Screening, FLAP sovrappone tutti i 
tetraedri atomici di tutti i diversi conformeri di ciascuna molecola analizzata con tutti i 
tetraedri farmacoforici del recettore target. Quando ha luogo una sovrapposizione 
soddisfacente la ricerca viene comunque continuata in modo esaustivo, poiché più 
sovrapposizioni corrette possono essere riscontrate tra i diversi tetraedri di un ligando e 
di un target, anche perché sia in una molecola che in un recettore possono essere 
presenti tetraedri equivalenti ma generati da punti con coordinate diverse.  
Il corretto matching tra due o più tetraedri non è condizione necessaria e sufficiente per 
determinare la possibilità di un effettivo binding tra il recettore ed il ligando poiché 
anche la complementarietà delle loro forme e dei loro volumi è un elemento 
fondamentale che non può essere trascurato e che costituisce un criterio di valutazione 
dei risultati ottenuti dalle varie sovrapposizioni. 
Una delle caratteristiche chiave di FLAP è infatti la sua capacità di vagliare e filtrare i 
risultati delle sovrapposizioni dei tetraedri di recettore e ligando sulla base della loro 
forma. Quando si analizza un database di molecole con un RBVS, inizialmente il 
numero totale delle sovrapposizioni ritenute corrette e momentaneamente memorizzate 
dal programma è estremamente elevato, ma molte di queste soluzioni possono essere 
rapidamente eliminate considerando la posizione nello spazio di tutti gli atomi pesanti 
dei ligandi esaminati (non solo di quelli che descrivono i tetraedri di volta in volta 
considerati). Se alcuni di questi si trovano all’esterno del volume escluso del recettore, 
il quadrupletto viene scartato: in questo modo il numero delle soluzioni fornite dalle 
sovrapposizioni viene sensibilmente ridotto. Alla fine di questo step FLAP valuta, per le 
soluzioni rimaste, la presenza di eventuali ingombri sterici tra ligandi e recettore e la 
loro importanza: le soluzioni aventi contatti sterici ritenuti inaccettabili vengono 
scartate. Le soluzioni accettate vengono poi ordinate sulla base di un punteggio, che 
esprime l’accuratezza con cui gli atomi pesanti della molecola test sono inseriti 







all’interno dei MIFs calcolati per il sito recettoriale, e che valuta quanto accuratamente 
ogni MIF presente nel sito è in grado di alloggiare una o più porzioni della molecola test 
che ne soddisfano le richieste e lasciar fuori quelle che presentano proprietà 
incompatibili. La pose che presenta il punteggio più alto, tra tutte quelle accettate di 
ogni molecola test, viene utilizzata come rappresentativa del risultato della data 
molecola; comunque anche tutte le altre pose vengono salvate tra le soluzioni relative al 
dato ligando. 
In sostanza FLAP, per ogni ligando da analizzare, effettua prima un rapido calcolo per 
rilevare la presenza di tetraedri Atom-Based complementari a tetraedri Pharmacophore-
Based del recettore, e per capire così se il ligando possiede le caratteristiche necessarie 
per poter interagire con esso; poi effettua la sovrapposizione di tali tetraedri per 
posizionare i conformeri del ligando ad essi associati all’interno della tasca proteica, 
valutando infine la correttezza di ogni pose del ligando sulla base della 
complementarietà di forma tra il ligando, in quella data conformazione, ed il recettore. 
Le soluzioni rimanenti sono perciò fortemente influenzate dalla forma della proteina e 
dunque le rispettive coordinate delle conformazioni e dei tetraedri vengono salvate. 
In effetti può sembrare che FLAP sia in grado di effettuare una sorta di docking 
attraverso più passaggi ma in realtà non è così: mentre un programma di docking 
calcola la totale energia di interazione tra un ligando e una proteina, FLAP considera 
esclusivamente pochi contributi alla volta (le quattro interazioni associate a una coppia 
di tetraedri sovrapposti) considerando come condizione necessaria e sufficiente per un 
buon risultato la corretta sovrapposizione di almeno due tetraedri combinata con 
l’assenza di repulsioni steriche tra ligando e recettore. Questo metodo produce delle 
soluzioni che possono poi essere ottimizzate attraverso un docking vero e proprio 
all’interno del sito proteico, ma che non possono essere considerate un effettivo risultato 
di docking. L’altra fondamentale differenza è che FLAP opera in uno spazio 
assolutamente discreto, utilizzando esclusivamente i punti essenziali per descrivere i 
GRID-MIFs e/o la struttura delle piccole molecole, ricercandone una complementarietà. 
Questa caratteristica permette a FLAP di effettuare un matching proteina-ligando basato 
sulle forze di legame sviluppabili tra i due elementi (più che sulla complementarietà di 
forma che è invece valutata nello step successivo), al contrario invece di quanto avviene 
nel docking, il quale inizialmente è guidato dalla complementarietà di forma e in cui 







solo in un secondo momento vengono calcolate e quantificate tutte le possibili 
interazioni relative alla potenziale soluzione. 
 
2.1.5 Ligand-Based Virtual Screening (LBVS)  
Sebbene quanto detto in generale e nello specifico per i RBVS riguardo la 
sovrapposizione dei tetraedri sia ovviamente valido anche per i LBVS, questo metodo di 
calcolo presenta delle significative differenze rispetto al primo. Innanzitutto per 
effettuare la sovrapposizione di un database di molecole test rispetto ad un composto di 
riferimento devono essere considerati sia i tetraedri farmacoforici che i tetraedri atomici 
di entrambi gli elementi da sovrapporre. In questo caso infatti la ricerca è volta a 
restituire delle molecole che presentino caratteristiche chimico-fisico strutturali 
analoghe o simili a quelle presentate dal templato molecolare. 
Dunque FLAP effettua un primo e rapido matching dei tetraedri atomici e farmacoforici 
con quelli del templato per ogni molecola test, attraverso il confronto dei corrispondenti 
bitstrings ad essi associati, per individuare la conformazione che meglio si sovrappone a 
quella utilizzata come riferimento del templato. Successivamente i conformeri del test e 
quello del templato vengono allineati sulla base del matching dei tetraedri che 
maggiormente combaciano e a questo punto vengono confrontati gli interi MIFs 
associati ai conformeri allineati. Il livello di sovrapposizione tra i MIFs dei diversi 
conformeri del test e i corrispondenti MIFs del conformero del templato viene valutato 
per assegnare, sulla base di questo, un punteggio a ciascun conformero del test: in tal 
modo, anche in questo caso, le varie pose potranno essere ordinate rispetto a tale 
punteggio e la migliore andrà a rappresentare il risultato finale dello screening per tale 
molecola (insieme ad essa anche tutte le altre pose verranno salvate nell’output 
restituito da FLAP). 
 
2.1.6 Pharmacophore-Based Virtual Screening (PBVS)  
Sostanzialmente i calcoli Pharmacophore-Based sono effettuati con una metodologia del 
tutto analoga a quella utilizzata per i LBVS, con la sola eccezione che, essendo il 
templato in questo caso un farmacoforo e non una molecola, nel primo step del calcolo i 
tetraedri atomici dei ligandi test vengono sovrapposti a quelli costruiti sui punti 
farmacoforici che costituiscono il modello. In sostanza il farmacoforo viene trattato 







come un templato molecolare i cui atomi pesanti coincidono con i punti farmacoforici 
che lo descrivono e i cui MIFs sono ottenuti dalla combinazione dei corrispondenti 
MIFs delle molecole utilizzate per la creazione del modello stesso. 
Dato un set di molecole attive che si legano allo stesso sito attivo, può essere 
desiderabile trovare l’allineamento comune di queste strutture che permetterà di 
identificare quali sono le features comuni responsabili dell’interazione con il target. 
L’algoritmo presente all’interno di FLAP è stato programmato per superare gli 
svantaggi degli approcci farmacoforici classici e trovare l’allineamento ottimale. 
Piuttosto che estrarre prima le features e poi allineare le molecole basandosi su queste, 
FLAP fa l’opposto: prima vengono allineate, per trovare la somiglianza ottimale dei 
MIFs all’interno del set, e solo successivamente è estratto il farmacoforo. Nel caso in 
cui fossimo già in possesso della loro conformazione bioattiva, è possibile ottenere 
direttamente il farmacoforo dagli allineamenti. Questo è definito come una 
pseudomolecola caratterizzata da tetraedri atomici e farmacoforici immagazzinati in una 
fingerprint e potrà essere utilizzato come templato in un LBVS. 
FLAP quindi non crea un solo farmacoforo ma elabora tutta una serie di modelli 
ottenuti da allineamenti diversi del set di molecole fornite, cui viene poi assegnato un 
punteggio che permette si selezionare solo gli n modelli migliori (a discrezione 
dell’utente). Il punteggio di ogni farmacoforo deriva dai punteggi delle singole 
molecole set: il programma valuta quanto ogni molecola si adatti al modello 
farmacoforico sulla base di una funzione di scoring (S-Score) che tiene conto del 
contributo globale alla determinazione dei punti farmacoforici e dei MIFs del modello. I 
farmacofori migliori saranno quelli le cui molecole presentano i più alti valori di S-
Score. 
  







2.2 PROCEDURE DI VIRTUAL SCREENING UTILIZZATE 
NELLA VALIDAZIONE DEL SOFTWARE FLAP CON IL 
DATABASE MUV 
 
2.2.1 Creazione di un database di FLAP 
Dall’interfaccia grafica di FLAP è possibile creare ex novo un database di molecole, 
aggiungere molecole ad un database preesistente, nascondere molecole presenti in un 
database in modo tale che queste non vi figurino e non vengano considerate nei calcoli 
effettuati su di esso (mantenendo però la possibilità di riportarle al suo interno in 
qualsiasi momento) o fondere più database distinti in un unico database. 
La creazione di un database di FLAP consiste nel caricamento di un set di strutture 
molecolari, nella loro elaborazione e nel salvataggio di tutte le informazioni acquisite 
per ogni molecola all’interno del database stesso. Per ogni composto fornito come input 
FLAP può effettuare o meno (secondo quanto specificato dell’utente) la ricerca di 
protomeri, tautomeri e stereoisomeri nonché una minimizzazione di tutte le strutture 
così ottenute. Ciò che invece deve essere necessariamente effettuato per ogni molecola è 
un’analisi conformazionale, che viene realizzata automaticamente in contemporanea al 
caricamento delle strutture nel database: inizialmente FLAP genera dei rotameri che 
presentano la massima variazione delle coordinate atomiche rispetto a quelle di input e 
da questi, con una perturbazione casuale, genera una vasta popolazione di soluzioni 
conformazionali che poi seleziona sulla base dei contatti sterici interni, delle barriere 
torsionali ecc., rifiutando le strutture invalide o poco probabili (anche in base ai 
parametri impostati dall’utente). Come già detto in precedenza, per ogni conformero di 
ogni molecola salvata nel database vengono poi calcolati i MIFs, i tetraedri atomici e 
farmacoforici. 
Nella prima finestra di dialogo relativa alla creazione di un database (Figura 2.4) sono 
richiesti la scelta della directory in cui salvarlo ed i parametri da impostare per il calcolo 
dei GRID-MIFs, ovvero i probes da utilizzare e il GRID spacing, ovvero il valore in 
angstrom della distanza tra i vari punti della griglia che delimita e suddivide lo spazio, 
circostante a una determinata molecola, o incluso in una determinata tasca recettoriale, 
all’interno del quale il calcolo dei MIFs deve essere effettuato. Minore è il valore 







selezionato minore sarà la distanza tra i punti dello spazio cartesiano in cui ciascun 
probe selezionato sarà posizionato per la rilevazione del corrispondente MIF e dunque 
più accurato sarà il calcolo dei MIFs stessi, che saranno descritti da un numero 
maggiore di punti discreti. 
In questo lavoro di tesi per la creazione di tutti i database sono stati utilizzati i probes H, 
DRY, N1 e O ed un valore di GRID spacing di 0.75 Å (come suggerito di default). 
 
 
Figura 2.4 Finestra di dialogo relativa all’impostazione dei parametri di base per la creazione di un 
database di FLAP 
 
Nella finestra di dialogo successiva sono richiesti il percorso dei files contenenti le 
strutture dei ligandi da caricare nel database ed i parametri relativi alla loro 
elaborazione. Le strutture sono state fornite in formato .mol2. Ecco una delucidazione 
dei parametri principali: 
• Check for protomers: spuntando la casella di questo parametro si abilita la 
ricerca di tutti i possibili protomeri di ogni molecola caricata nel database al 
valore di pH specificato (di default il programma suggerisce il valore 7.4 
corrispondente al pH del sangue e dei liquidi extracellulari). Il valore 
percentuale associato al parametro indica la percentuale di esistenza 
all’equilibrio (al pH specificato) che un protomero deve presentare per poter 
essere salvato all’interno del database. Lasciando il valore di default (1%) 







verranno inseriti nel database tutti i protomeri di ogni molecola presenti 
all’equilibrio per almeno l’1%; 
• Check for tautomers: questo parametro può essere abilitato solo previa 
abilitazione della ricerca dei protomeri; 
• Check for stereoisomers: la ricerca degli stereoisomeri può essere abilitata 
indipendentemente dall’abilitazione dei due precedenti parametri; 
• Do full energy minimization: spuntando la casella di questo parametro FLAP 
effettua una minimizzazione della struttura di ogni molecola caricata nel 
database prima di effettuarne l’analisi conformazionale; questa opzione 
permette dunque di creare un database fornendo al programma non solo 
strutture molecolari tridimensionali ma anche 2D. Il valore numerico da 
impostare associato a tale parametro, che di default è 25, corrisponde al 
massimo valore di energia potenziale (espressa in Kcal/mol) di cui un 
conformero generato può differire rispetto al minimo calcolato per poter essere 
salvato nel database. 
In questo caso i quattro parametri sopra elencati sono stati disattivati. Come vedremo, le 
molecole input per la creazione del database sono già state sottoposte ad un trattamento 
analogo con la suite di programmi LigPrep. La scelta è stata fatta per non incrementare i 
tempi di calcolo necessari alla creazione del database, già abbastanza elevati. 
• N. Conformers: questo parametro permette di impostare il numero massimo di 
conformeri per ogni molecola generati dall’analisi, i quali possono essere salvati 
all’interno del database insieme alla conformazione di input minimizzata della 
molecola stessa (nel nostro caso 25, come di default). Se dall’analisi 
conformazionale di una molecola viene generato un numero di conformeri che 
rispettano i suddetti criteri energetici superiore al valore massimo impostato, 
vengono scartati quelli con energia più alta; 
• RMS min: questo parametro permette di impostare il valore minimo di root 
mean square che due conformeri devono presentare per essere salvati nel 
database. Se le coordinate di due conformeri generati per una data molecola 
presentano un valore di RMS inferiore a quello impostato (nel nostro caso è 
stato mantenuto il valore di default di 0,30), uno dei due viene scartato (quello 







con energia più alta), questo permette di evitare l’inclusione nel database di 
conformeri troppo simili tra loro; 
• Duplicates: con l’impostazione di questo parametro è possibile scegliere di 
aggiungere o rifiutare (come nel nostro caso) eventuali duplicati di molecole 
presenti nei file da caricare per la creazione del database; 
• Maximum positive charge: se abilitato permette di impostare un valore 
massimo di carica positiva oltre il quale una molecola fornita come input o un 
suo tautomero generato dal software non verranno salvate nel database (in 
questo caso l’opzione è stata mantenuta disattivata come di default); 
• Maximum negative charge: se abilitato permette di impostare un valore 
massimo di carica negativa oltre il quale una molecola fornita come input o un 
suo tautomero generato dal software non verranno salvate nel database (in 
questo caso l’opzione è stata mantenuta disattivata come di default); 
• Skip if contains fragments: se abilitato permette di escludere dal database 
molecole che presentino all’interno della loro struttura frammenti appartenenti 
ad una libreria che l’utente deve fornire a FLAP per la selezione dei composti 
(in questo caso l’opzione è stata mantenuta disattivata come di default); 
• Use only if contains fragments: se abilitato permette di includere nel database 
soltanto molecole che presentino all’interno della loro struttura frammenti 
appartenenti ad una libreria che l’utente deve fornire a FLAP per la selezione dei 
composti (in questo caso l’opzione è stata mantenuta disattivata come di 
default). 
 
2.2.2 Creazione del database di validazione Pin1-MUV 
Il database Pin1-MUV è stato creato utilizzando un set di 11 composti attivi sul Pin1, 
selezionati dai 22 considerati in partenza in base ai loro scaffold e alla loro attività, e di 
3.808 decoys appartenenti al database MUV (Maximum Unbiased Validation). 
I decoys presenti all’interno dei 17 pacchetti del MUV sono stati filtrati sulla base del 
loro peso molecolare, scartando tutte le molecole con peso inferiore a 160 g/mol o 
superiore a 475 g/mol. Tali limiti di peso corrispondono a quelli dell’intervallo 
all’interno del quale si inserisce il set di composti attivi, con un opportuno limite di 
tolleranza. Questa scelta è stata fatta in modo da ridurre il numero di molecole 







all’interno del database, applicando un primo filtro grezzo e riducendo i tempi macchina 
necessari alla creazione del database di FLAP. Il filtro è applicabile in quanto non è 
presente nessuna molecola attiva con peso molecolare al di fuori di questo intervallo, e 
pertanto è altamente improbabile che molecole di dimensione inferiore o superiore 
possano risultare attive sul target. 
Prima di procedere alla creazione di un database è stato utilizzato il programma 
LigPrep, incluso nella suite Schrodinger e accessibile da Maestro. LigPrep possiede una 
vasta gamma di opzioni per la preparazione dei ligandi e può eseguire, se richieste, le 
seguenti operazioni: 
o conversione in 3D delle strutture; 
o aggiunta di atomi di idrogeno; 
o rimozione dei contro ioni e delle molecole d’acqua; 
o aggiunta o rimozione di protoni per produrre lo stato di ionizzazione più 
probabile ad un determinato pH; 
o generazione di stereoisomeri; 
o generazione di tautomeri; 
o rimozione delle strutture non idonee; 
o minimizzazione delle strutture. 
Per il processamento delle 246.531 molecole dei decoys, tutte in 2D, è stato utilizzato il 
seguente comando digitato da shell: 
 
ligprep -g -i 2 -kp -W i, -ph,7.0,-pht,0.0 -s 1 -tp 1.0 -bff 10 -imae MUV_decoys.mae 
-omae ligprep_MUV_decoys.mae 
 
-g = rispetta le chiralità della geometria input quando vengono generati gli 
stereoisomeri. Per i centri chirali la cui chiralità non può essere determinata dalla 
geometria input saranno generati stereoisomeri; 
-i 2 = neutralizzazione e in seguito ionizzazione; 
-W i = introduce le opzioni per il trattamento di ionizzazione utilizzando la funzione 
ionizer; 
-ph = pH del sito di azione; 







-pht = uno stato di ionizzazione è scartato se la pKa del gruppo (protonato) ionizzabile 
differisce dal valore di pH più di questa soglia; 
-s 1 = forza la formazione di un solo stereoisomero; 
-tp 1.0 = strutture con probabilità di tautomerizzazione più bassa di questo valore sono 
scartate; 
-bff = force field usato per la minimizzazione (in questo caso MMFFs); 
-imae = file input in formato .mae; 
-omae = file output in formato .mae. 
 
Adesso, prima di procedere con la creazione del database FLAP, è stato applicato un 
ulteriore filtro legato alla carica delle molecole. Visto che tutti i ligandi attivi presentano 
almeno una carica negativa, fondamentale nell’interazione con la porzione carica 
positivamente della tasca recettoriale, delle 255.739 decoys sono state selezionate le 
3.808 molecole aventi almeno una carica negativa (anioni). Solo a questo punto il nostro 
set di decoys è stato caricato su FLAP assieme al set di molecole attive (Figura 2.5). I 
parametri utilizzati sono stati discussi dettagliatamente nel paragrafo precedente. 
 
 
Figura 2.5 Database di FLAP costituito dagli 11 ligandi attivi sul Pin1 e dalle 3.808 molecole decoys del 
database MUV 
  







2.2.3 LBVS relativi al database Pin1-MUV 
Con FLAP è possibile effettuare un LBVS su di un database di molecole preesistente 
utilizzando come molecole set l’intero database oppure soltanto una parte selezionata. 
Come templato per il calcolo è possibile utilizzare una molecola scelta all’interno del 
database, un modello farmacoforico, un modello LDA (la cui trattazione non verrà 
affrontata in questo lavoro di tesi) oppure una molecola esterna. In quest’ultimo caso 
FLAP effettua l’elaborazione del templato (ovvero calcola MIFs, tetraedri ecc.) prima di 
effettuare lo screening e viene richiesto all’utente se basare il calcolo stesso sul solo 
conformero di input del templato oppure anche su un numero di conformeri specificato, 
generati con l’analisi conformazionale. 
Per quanto riguarda gli screening sono stati utilizzati come templato sia i ligandi attivi 
selezionati tra quelli caricati all’interno del database, sia le loro conformazioni 
cristallografiche bioattive. 
Cliccando sul pulsante Parameters si apre una piccola finestra in cui sono presenti i 
parametri da impostare per il calcolo. Ecco una breve descrizione dei parametri 
principali; i parametri non specificati sono stati lasciati nelle loro impostazioni di 
default. 
• Bit string mode: spuntando la casella di questo parametro si abilita la modalità 
di screening in bitstring, ovvero basata esclusivamente sul confronto dei vari 
bitstrings contenuti nelle fingerprints del templato e delle molecole test, senza 
alcun successivo raffinamento della ricerca e/o filtraggio delle soluzioni [vedi 
paragrafo 2.1.3]. Questa analisi grezza ma estremamente veloce è utile per 
effettuare dei calcoli di pre-filtering che consentono di filtrare set di molecole 
esterne e dunque non processate dal programma; 
• Pose optimization: l’impostazione di questo parametro fa sì che i risultati delle 
sovrapposizioni siano ulteriormente ottimizzati sulla base della corrispondenza 
tra il volume o la forma delle molecole target con quelli del templato. Questa 
opzione tende ad aumentare i tempi di calcolo, pertanto in tutti i LBVS di questo 
progetto è stata lasciata deselezionata (come di default); 
• Accuracy: utilizzando l’apposita barra di scorrimento è possibile impostare il 
livello di accuratezza dello screening, che ovviamente risulta inversamente 







proporzionale ai tempi di calcolo necessari per eseguirlo. È stato mantenuto il 
valore di default corrispondente ad una bassa accuratezza. 
 
2.2.4 Valutazione dei risultati: FLAP scoring 
Quando FLAP effettua un LBVS tutti i conformeri di ciascuna molecola test vengono 
sovrapposti al conformero templato e ad ognuno di essi viene assegnato un punteggio. 
Tale punteggio viene calcolato da scoring functions (SFs) che si basano sul livello di 
sovrapposizione tra i MIFs del ligando test e quelli del templato. Alla fine del calcolo 
FLAP realizza una tabella (Figura 2.6) in cui ad ogni molecola test sono associati 
numerosi punteggi, ognuno relativo ad una diversa SF: quattro di questi si riferiscono al 
livello di sovrapposizione di un singolo MIF e sono difatti inseriti in una colonna 
intestata con il nome del relativo probe, gli altri sono dati da combinazioni dei 
precedenti e sono inseriti in colonne intestate con la combinazione dei probe a cui si 
riferiscono. E’ importante notare che i punteggi riportati per ogni SF derivano dalla 
conformazione della molecola test in grado di dare la miglior sovrapposizione per 
quella particolare SF. 
 
 
Figura 2.6 Tabella dei risultati degli screenings effettuati sul database Pin1-MUV 
 







FLAP fornisce altre due funzioni i cui punteggi sono dati rispettivamente dal prodotto e 
dalla somma dei punteggi relativi alle altre SF, Glob-Prod e Glob-Sum. Esse riflettono 
la miglior combinazione tra le SF individuali per una particolare conformazione. 
Un’ulteriore funzione che viene fornita è la Distance, la quale non riflette una singola 
conformazione della molecola ma ne rappresenta un profilo complessivo considerando 
le migliori conformazioni per ogni probe individuale. 
I risultati dello screening possono essere valutati e ordinati sulla base di più SF diverse 
ed è possibile valutare la funzione che ottimizza il ritrovamento degli attivi. Poiché i 
composti che costituiscono un database di FLAP possono essere catalogati come attivi o 
inattivi, il software è in grado di realizzare automaticamente gli enrichment plot relativi 
ad ognuna delle diverse SF in base alle quali i risultati dello screening sono classificati, 
ovvero grafici che mettono in relazione il numero degli attivi ritrovati (ranked actives, 
RA) con il numero totale delle molecole analizzate (ranked database, RD). 
Questi grafici esprimono l’efficacia del calcolo nel ritrovare le molecole attive 
all’interno dell’intero database rispetto ad una ricerca stocastica; inoltre consentono di 
determinare quali sono le features farmacoforiche importanti per l’attività verso un 
particolare recettore. FLAP ordina i grafici relativi a ogni funzione in base alla AUC 
(Area Under Curve, area sotto la curva) che è indice della performance dello screening. 
 
2.2.5 RBVS relativi al database Pin1-MUV 
Per effettuare un RBVS è necessario innanzitutto caricare su FLAP la struttura 
cristallografica della proteina, con o senza idrogeni, che verrà visualizzata nella scheda 
Pockets del programma. Cliccando sul pulsante Search for pockets il software è in 
grado di effettuare automaticamente una mappa volumetrica della proteina e dunque di 
rilevare tutte le possibili tasche recettoriali, attraverso un algoritmo simile a quello 
utilizzato per il calcolo del MIF shape relativo al probe H. Per individuare il sito 
recettoriale di interesse tra quelli rilevati è possibile importare il ligando cristallografico 
complessato, operazione necessaria anche per l’impostazione di alcuni parametri del 
calcolo. E’ inoltre possibile unire più tasche recettoriali (Merge selected pockets) 
ovvero considerare due tasche limitrofe come un unico grande sito recettoriale. 







Come per i LBVS è presente una finestra di dialogo contenente i parametri da 
impostare. E’ possibile effettuare un RBVS sull’intero database, su un subset 
selezionato all’interno del database stesso oppure su un set di molecole esterne. Come 
templato per il calcolo è possibile utilizzare uno dei siti recettoriali identificati da FLAP 
nella proteina sulla base del suo volume escluso, oppure il sito definito sulla posizione 
del ligando cristallografico importato. È anche possibile impostare dei constraints per i 
residui amminoacidici che definiscono la tasca recettoriale, i quali però non sono stati 
presi in considerazione. 
Cliccando sul pulsante Parameters viene aperta la finestra dell’impostazione dei 
parametri di calcolo. Un RBVS presenta, rispetto ad un LBVS, i parametri esclusivi 
riportati qui di seguito: 
• Pocket point radius: questa opzione permette di impostare il valore in Å di cui 
si decide di aumentare il volume della pocket rispetto a quello calcolato 
dall’algoritmo di FLAP. Il valore di default è 2.0 ed è stato lasciato invariato; 
• Max minima point: spuntando la casella relativa a questo parametro viene 
impostata la percentuale di punti farmacoforici in cui i MIFs della tasca 
recettoriale possono essere condensati. Il valore di default utilizzato è 50; ciò 
significa che solo il 50% dei punti, selezionati sulla base del valore del loro 
contributo energetico, saranno considerati per l’allineamento dei quadrupletti; 
• Mifs on: permette di impostare la visualizzazione dei MIFs della sola proteina, 
dei soli ligandi o di entrambi (come di default) nei risultati dello screening. Il 
parametro è stato lasciato invariato. 
I parametri non specificati sono stati lasciati nelle impostazioni di default. 
I risultati di questo screening sono organizzati esattamente come quelli dei LBVS [vedi 
paragrafo 2.2.4] con la sola differenza che i punteggi assegnati ad ogni molecola si 
riferiscono al livello di sovrapposizione tra i campi di interazione centrati sugli atomi 
pesanti (pseudo-MIFs) delle molecole stesse e i MIFs della tasca recettoriale utilizzata 
come templato. 
La procedura Receptor-Based è stata testata utilizzando le strutture proteiche 
cristallografiche appartenenti al Pin1 relative agli 11 codici PDB considerati anche nel 
LBVS. Come templato utilizzato per il calcolo è stato selezionato il sito recettoriale 







(Pocket 1) individuato dall’algoritmo di FLAP sulla base del volume escluso del 
recettore. 
 
2.2.6 PBVS relativi al database Pin1-MUV 
L’approccio di tipo Pharmacophore-Based non è stato preso in considerazione in questo 
lavoro di tesi. Il set di composti attivi ha consentito la creazione di modelli 
farmacoforici ma non ha permesso di valutare la performance dello screening a causa 
della mancanza di ulteriori composti attivi da sottoporre alla procedura. 
 
 
2.3 PROCEDURA DI VIRTUAL SCREENING UTILIZZATA 
NELLA RICERCA DI NUOVI POTENZIALI INIBITORI 
DELL’ENZIMA PIN1 CON IL DATABASE COMMERCIALE 
ENAMINE 
 
2.3.1 Creazione del database Pin1-Enamine 
Il database Pin1-Enamine è stato creato utilizzando un set di 11 composti attivi sul Pin1 
e di 25.681 decoys appartenenti al database commerciale Enamine. 
Questo è stato scaricato direttamente dal sito della compagnia, già suddiviso in 8 
pacchetti contenenti circa 200.000 elementi l’uno, per un totale di 1.517.047 composti.  
Le strutture con peso molecolare inferiore a 160 g/mol o superiore a 475 g/mol sono 
state scartate, riducendo il database a 1.442.089 decoys. La scelta di operare un filtro 
del genere è già stata motivata nella parte riguardante la creazione del database Pin1-
MUV [vedi paragrafo 2.2.2] utilizzato per la validazione della procedura di Virtual 
Screening con il programma FLAP. 
A questo punto le strutture sono state sottoposte alla stessa procedura di preparazione 
effettuata sul database MUV con il programma LigPrep, impostando come in 
precedenza la ricerca di eventuali protomeri, tautomeri, stereoisomeri e assegnando la 
corretta carica formale. I comandi sono stati lanciati separatamente su ognuno degli 8 
pacchetti in modo da parallelizzare il calcolo e ridurre di conseguenza i tempi di 







esecuzione. Dai risultati ottenuti sono state filtrate anche in questo caso solamente le 
molecole aventi carica complessiva negativa, caratteristica comune a tutti i ligandi 
attivi. Con i 25.681 anioni così ottenuti si è creato un database di FLAP, arricchito dal 
set di 11 composti attivi. I parametri utilizzati sono gli stessi visti per la creazione del 
database Pin1-MUV. 
 
2.3.2 LBVS relativo al database Pin1-Enamine 
Per lo screening del database commerciale Enamine (arricchito con gli 11 composti 
attivi sul Pin1) sono stati utilizzati, come templato, sia gli stessi ligandi attivi caricati 
all’interno del database, sia le loro strutture cristallografiche nella conformazione 
bioattiva originale. Sono stati quindi effettuati 22 screening totali, due per ogni 
composto attivo, nello stesso modo già visto per gli screening di validazione sul 
database Pin1-MUV. 
 










3.1 SCOPO DELLA TESI 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è stato quello di ricercare nuovi potenziali inibitori 
dell’enzima Pin1, verificando e mettendo a punto una procedura relativamente rapida 
che permettesse di filtrare il maggior numero possibile di molecole mantenendo allo 
stesso tempo degli ottimi candidati da sottoporre ad ulteriori studi computazionali. 
La prima parte del progetto è stata dedicata alla validazione di una procedura di Virtual 
Screening, attraverso il programma FLAP, che consentisse di sfruttare al meglio le 
informazioni raccolte in letteratura sul recettore e sui relativi inibitori. Gli approcci 
offerti dal programma, sia di tipo Ligand-Based che Receptor-Based, sono stati testati; a 
tale scopo è stato creato un database di calibrazione (chiamato Pin1-MUV), costituito da 
molecole “esca” (decoys) appartenenti al database MUV e da 11 molecole attive per il 
Pin1. 
Successivamente la miglior procedura di screening è stata utilizzata per filtrare il 
database commerciale Enamine, comprendente circa 1.500.000 molecole, con 
l’obiettivo di ottenere un piccolo dataset di composti potenzialmente attivi. In questo 
modo verranno portate avanti nello studio soltanto le molecole più promettenti cosicché 
i risultati ottenuti potranno essere ulteriormente processati attraverso conseguenti studi 
di docking e dinamica molecolare, in successivi lavori di tesi, a conferma della validità 
del lavoro svolto. 
 
 
3.2 ANALISI DELLE STRUTTURE CRISTALLOGRAFICHE 
In letteratura sono presenti ad oggi 64 cristalli del Pin1. Tali cristalli sono stati scaricati 
dal Protein Data Bank[40] (PDB) e, con l’ausilio del software UCSF CHIMERA, sono 
stati allineati con MatchMaker per individuare innanzitutto le caratteristiche del sito di 







legame (binding site) e le interazioni con i vari ligandi presenti. I cristalli non adatti 
all’utilizzo e quelli che non presentavano complessi con ligandi inibitori sono stati 
successivamente scartati. 
A questo punto è stato indispensabile affrontare una fase preparatoria per riuscire ad 
ottimizzare le strutture dei 22 cristalli x-ray, andando a compiere una “pulizia” dei 
complessi da tutto ciò che non risultava necessario. La maggior parte delle strutture x-
ray dell’enzima vedeva infatti la presenza al suo interno di una catena secondaria 
addizionale, identica alla prima, che risultava dalla cristallizzazione in forma dimerica 
della proteina. Inoltre sono state eliminate dal complesso anche tutte quelle impurità, 
come ioni complessati, molecole d’acqua ed ulteriori ligandi presenti, che non 
interagivano con il sito catalitico. Infine ogni complesso è stato sottoposto all’aggiunta 
degli idrogeni e per ogni cristallo sono stati salvati due file .mol2: uno contenente solo 




3.3 SCELTA DEL SET DI INIBITORI 
In questa fase si è passati dunque alla selezione vera e propria del set di composti da 
utilizzare durante gli studi di Virtual Screening da effettuare con FLAP. 
Analizzando le varie tipologie di scaffold, per ogni serie di composti è stato scelto il 
rappresentante avente attività migliore, escludendo i ligandi strutturalmente molto simili 
tra loro e con un’IC50 troppo elevata. 
Le strutture 3D degli 11 ligandi selezionati sono state costruite con il software 
MAESTRO, soggette a minimizzazione ed analisi conformazionale con MacroModel, 
un programma incluso nella suite Schrodinger, e salvate in unico file formato .mol2 
(active_ligands_Pin1.mol2) il quale servirà successivamente per andare ad arricchire i 
database da utilizzare per lo screening con FLAP. 
Di seguito si riportano le strutture tridimensionali di tali ligandi e le rispettive 










Figura 3.1 3IKG 
Figura 3.2 3KAC 













Figura 3.4 3KAF 
Figura 3.5 3KAH 













Figura 3.7 3JYJ 
Figura 3.8 2XP6 













Figura 3.10 2XPB 











3.4 VALIDAZIONE DELLE PROCEDURE DI VIRTUAL 
SCREENING CON IL DATABASE MUV 
La validazione di un Virtual Screening prende in considerazione un database costituito 
da un set di molecole attive nei confronti del target selezionato e da un grande numero 
di composti che si presume siano inattivi, detti decoys (letteralmente esche). Nel nostro 
caso è stato creato un nuovo database (chiamato Pin1-MUV) contente il set di composti 
attivi sul Pin1 precedentemente selezionato e i decoys appartenenti al database MUV 
[vedi paragrafo 2.2.2]. I differenti approcci di Virtual Screening del programma FLAP 
sono stati quindi valutati sulla base della loro abilità nel separare le molecole attive dai 
decoys attraverso l’analisi degli enrichment plot ottenuti dai corrispondenti risultati. 
Questi grafici mettono in relazione il numero degli attivi ritrovati (ranked actives, RA) 
con il numero totale delle molecole analizzate (ranked database, RD). In particolare è 
stata incentrata l’attenzione sull’andamento del cosiddetto early enrichment, ovvero sul 
numero di attivi restituiti nelle prime posizioni. Dopo aver applicato la miglior 
procedura di screening ad un database commerciale dovremo selezionare solo la 
percentuale di composti con i più alti valori di score e quella porzione rappresenterà il 
piccolo dataset di molecole potenzialmente attive da portare avanti negli studi 
computazionali. 
 
3.4.1 LBVS relativi al database Pin1-MUV 
L’intero database di 3.819 molecole, 3.808 decoys e gli 11 ligandi attivi, è stato filtrato 
utilizzando come templato prima ognuno degli 11 composti attivi per il Pin1 inseriti 
all’interno del database, e poi gli stessi 11 ligandi cristallografici nella loro 
conformazione bioattiva. Sono stati dunque effettuati 22 LBVS (denominati 
rispettivamente con il nome della molecola templato seguito da internal, se riferito al 
composto selezionato all’interno al database, o xray, se riferito al ligando 
cristallografico), mantenendo inalterati i parametri impostati tra uno screening e l’altro 
[vedi paragrafo 2.2.3]. 
Il fatto che le strutture degli 11 composti attivi siano caratterizzate da scaffold differenti 
è un dato importante in quanto gli enrichment plot relativi non saranno influenzati dalla 
presenza di eventuali molecole a struttura quasi identica. 
  
 
Si riportano i dati (Tabella 3.1 e Tabella 3.2
effettuati (Figura 3.12-3.22 e 3.23
la curva), percentuale di database














Tabella 3.1 Dati relativi agli screening Ligand
 
Fig.3.12 Enrichment plot dello screening 
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   DRY*O   0,88   
-Based realizzati sul database Pin1
templato interna al database 
      



















Fig.3.14 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.16 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.18 Enrichment plot dello screening 





      
3kad_internal  Fig.3.15 Enrichment plot dello screening 
      
3kah_internal Fig.3.17 Enrichment plot dello screening 
      









Fig.3.20 Enrichment plot dello screening 
 














Tabella 3.2 Dati relativi agli screening Ligand
templato 





      
2xp7_internal Fig.3.21 Enrichment plot dello screening 
 
3ntp_internal 


















































   Distance_1   0,84   
-Based realizzati sul database Pin1















-MUV con molecola 
  
 
Fig.3.23 Enrichment plot dello 
 
Fig.3.25 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.27 Enrichment plot dello screening 





      
screening 3ikg_xray            Fig.3.24 Enrichment plot dello screening 3kac_
      
3kad_xray           Fig.3.26 Enrichment plot dello screening 
      









Fig.3.29 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.31 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.33 Enrichment plot dello screening 3ntp_xray





      
3jyj_xray             Fig.3.30 Enrichment plot dello screening 
      














3.4.2 RBVS relativi al database Pin1-MUV 
Le strutture proteiche utilizzate come riferimento per i calcoli Receptor-Based sono 
quelle appartenenti ai complessi cristallografici degli 11 ligandi selezionati. Sono stati 
eseguiti 11 screening, uno per ogni proteina, sulla base dei siti catalitici definiti dalla 
posizione del ligando complessato e riconosciuti dall’algoritmo di FLAP come volume 
escluso del recettore. 
Pur non essendo un programma di docking FLAP esegue comunque un vero e proprio 
allineamento delle molecole test all’interno del sito recettoriale, classificandole sulla 
base della sovrapposizione tra i campi di interazione centrati sui loro atomi pesanti 
(pseudo-MIFs) e i MIFs della proteina [vedi paragrafo 2.1.4]. I parametri sono stati 
lasciati nelle loro impostazioni di default. 
Di seguito sono riportati i dati (Tabella 3.3) e gli enrichment plot relativi ai calcoli 
effettuati (Figura 3.34-3.44). 
 







































































3NTP_sbvs   H*DRY*N1   0,79   30,54% 




Fig.3.34 Enrichment plot dello screening 3ikg_sbvs            
 
Fig.3.36 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.38 Enrichment plot dello screening 





      
Fig.3.35 Enrichment plot dello screening 3kac_sbvs
      
3kad_sbvs           Fig.3.37 Enrichment plot dello screening 
      









Fig.3.40 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.42 Enrichment plot dello screening 
 
Fig.3.44 Enrichment plot dello screening 3ntp_sbvs





      
3jyj_sbvs            Fig.3.41 Enrichment plot dello screening 
      














3.4.3 Conclusioni sulle procedure di screening relative al database di 
calibrazione Pin1-MUV 
Come prevedibile l’approccio LB è stato il più soddisfacente per quanto riguarda i 
risultati ottenuti. I RBVS non forniscono dei buoni risultati, con valori RD_80 molto 
inferiori rispetto a quelli relativi ai LB. 
Sia i LBVS effettuati con templato interno al database sia quelli con templato 
cristallografico, hanno messo in evidenza dei valori RD_80 molto interessanti, in 
particolare lo screening 3KAD_internal è quello che garantisce un early enrichment 
migliore con l’80% dei composti attivi ritrovati entro il 5,29% del database analizzato, 
seguito dai calcoli 3KAF_xray e 2XPB_xray con un RD_80 rispettivamente di 10,16% 
e 10,08%. 
Per quanto riguarda il VS 3KAF_xray, importante è la scoring function che dà il miglior 
risultato: Glob-Sum infatti considera il contributo dato da ogni SF individuale e pertanto 
è caratterizzata da una maggiore accuratezza rispetto ad altre come ad esempio DRY del 
VS 2XPB_xray. 
A giustificazione degli scarsi risultati ottenuti con gli screening RB c’è da dire che in 
questo approccio viene utilizzato come templato un’entità vasta come quella di un sito 
recettoriale, la quale spesso porta a dei risultati inferiori rispetto ai calcoli LB dove la 
molecola di riferimento è un solo ligando. Tuttavia si può notare come il miglior calcolo 
RB sia anche in questo caso quello relativo alla proteina 3KAD (Figura 3.36), lo stesso 
codice PDB risultato migliore negli screening LB. 
In definitiva i calcoli di validazione hanno dimostrato come la strategia LB sia la 
migliore nel riconoscere le molecole attive sul Pin1 all’interno del database MUV di 
prova. 
  







3.5 MESSA A PUNTO DI UNA STRATEGIA PER FILTRARE 
UN DATABASE COMMERCIALE SULLA BASE DI UNA 
PROCEDURA VALIDATA PER LA RICERCA DI NUOVI 
POTENZIALI INIBITORI DELL’ENZIMA PIN1  
Il database commerciale selezionato per la ricerca di nuovi potenziali inibitori 
dell’enzima Pin1 è l’Enamine. Tale database è stato scaricato direttamente dal sito della 
compagnia, già suddiviso in 8 pacchetti contenenti circa 200.000 elementi l’uno, per un 
totale di 1.517.047 composti. 
La necessità di filtrare database commerciali, contenenti centinaia di migliaia di 
molecole, è quella di ridurne sensibilmente la grandezza rendendoli compatibili con la 
creazione di un database di FLAP e con i tempi e le procedure di calcolo utilizzate. 
È opportuno specificare che con il termine filtro di un database se ne intende una sorta 
di scrematura, ovvero un’operazione con la quale a partire dalla totalità delle molecole 
di cui il database è costituito se ne seleziona soltanto un piccolo subset in cui la 
probabilità di trovare molecole di interesse è alta: la restante parte del database non 
viene più considerata nei successivi calcoli. 
Al giorno d’oggi per gli studi di Virtual Screening vengono spesso applicati diversi filtri 
a partire da quelli più grossolani, che solitamente sono in grado di ridurre drasticamente 
il numero di molecole, fino ad arrivare a filtri via via sempre più raffinati che 
richiedono sempre più risorse. 
A questo scopo per prima cosa è stato individuato il range di molecular weight 
all’interno del quale si collocano i composti attivi sul Pin1, considerando un opportuno 
limite di tolleranza alle due estremità. Le strutture con peso molecolare al di fuori di tale 
intervallo, individuato tra 160 g/mol e 475 g/mol, sono state quindi scartate, riducendo 
il database a 1.442.089 decoys. 
Il successivo step di filtro, decisamente più efficace, è stato quello di selezionare solo le 
molecole con carica complessiva negativa. Tale filtro si può applicare in quanto non è 
presente nessun composto tra gli attivi con carica complessiva nulla o positiva e 
pertanto non è auspicabile che molecole non cariche negativamente (o comunque 
sprovviste di gruppi funzionali deprotonabili) possano risultare attive sul target. 







Perciò, dopo aver sottoposto le strutture alla stessa procedura di preparazione effettuata 
per il database MUV assegnando ad esse la corretta carica formale con il programma 
LigPrep, sono stati selezionati solamente gli anioni risultanti scartando tutte le altre 
molecole e riducendo così il database a 25.681 decoys. 
Questo set di composti, costituito da un numero di elementi estremamente 
ridimensionato, risulta adesso compatibile con la creazione di un database di FLAP e 
con l’applicazione di procedure di screening, già effettuate sul database Pin1-MUV, che 
permettano di realizzare un’analisi raffinata successiva ai filtri grezzi utilizzati finora. 
Gli screening di validazione hanno dimostrato come il LBVS sia la procedura in grado  
di meglio ottimizzare il ritrovamento delle molecole attive sul Pin1 all’interno del 
database Pin1-MUV. Pertanto essa è stata utilizzata per filtrare il dataset ottenuto da 
Enamine, all’interno del quale ricercare nuovi composti, inibitori dell’isomerasi Pin1, 
potenzialmente attivi. 
 
3.5.1 Creazione del database Pin1-Enamine 
E’ stato creato un nuovo database di FLAP, chiamato Pin1-Enamine, contenente 
complessivamente 25.692 molecole, le 25.681 decoys appartenenti al database Enamine 
e gli 11 composti attivi sul Pin1 precedentemente utilizzati [vedi paragrafo 2.3.1]. 
Questi ultimi ci consentiranno di valutare se la performance dello screening vista per il 
database Pin1-MUV sarà mantenuta anche su un database diverso e soprattutto di 
dimensioni maggiori. 
 
3.5.2 LBVS relativi al database Pin1-Enamine 
Il database così creato è stato sottoposto a tutti gli screening LB già effettuati sul 
database Pin1-MUV, allo scopo di studiare la variazione dei risultati di calcoli analoghi 
su diversi database e individuare una procedura efficace per effettuare il refinement, 
ovvero per applicare un ulteriore filtro che permetta di restringere definitivamente il 
numero totale di decoys. 
I 22 LBVS effettuati sul database Pin1-MUV, ovvero sia quelli in cui erano stati 
utilizzati come templati i ligandi interni al database sia quelli dove i templati erano le 
  
 
strutture cristallografiche bioattive, 
Enamine mantenendo gli stess
Per poter confrontare i risultati è necessario 
siano le medesime, relativamente ad ogni screening effettuato sul database di 
validazione Pin1-MUV. 
Si riportano i dati (Tabella 3.4 e Tabella 3.5
effettuati (Figura 3.45-3.55 e 3.56
percentuale di database analizzato














Tabella 3.4 Dati relativi agli screening Ligand
 
Fig.3.45 Enrichment plot dello screening 3ikg_internal   
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Fig.3.46 Enrichment plot dello screening 3kac_internal
sul database Pin1-
da valutare 



















Fig.3.47 Enrichment plot dello screening 3kad
 
Fig.3.49 Enrichment plot dello screening 3kah
 
Fig.3.51 Enrichment plot dello screening 3jyj





      
_internal  Fig.3.48 Enrichment plot dello screening 3kaf
      
_internal Fig.3.50 Enrichment plot dello screening 3kce
      









Fig.3.53 Enrichment plot dello screening 2xp7
 














Tabella 3.5 Dati relativi agli screening Ligand
templato 





      
_internal Fig.3.54 Enrichment plot dello screening 2xpb
 
_internal 


















































   Distance_1   0,75   
-Based realizzati sul database Pin1-Enamine 


















Fig.3.56 Enrichment plot dello screening 3ikg_xray            
 
Fig.3.58 Enrichment plot dello screening 3kad
 
Fig.3.60 Enrichment plot dello screening 3kah





      
Fig.3.57 Enrichment plot dello screening 3kac_xray
      
_xray           Fig.3.59 Enrichment plot dello screening 3kaf
      









Fig.3.62 Enrichment plot dello 
 
Fig.3.64 Enrichment plot dello screening 2xp7
 
Fig.3.66 Enrichment plot dello screening 





      
screening 3jyj_xray             Fig.3.63 Enrichment plot dello screening 2xp6
      









3.5.3 Analisi dei risultati
La nostra attenzione nella valutazione 
risultati migliori negli studi di validazione con il database Pin1
quelli relativi ai composti 3KAD e 3KAF
Mentre i VS 3KAF_internal e 3KAF_xray 
mantenuto il buon risultato del relativo 
RD_80 di 16,29% per il primo e solamente 20,28% per il secondo, da sottolineare sono 
invece gli eccellenti risultati ottenuti da entrambi gli screening 3KAD_internal e 
3KAD_xray (Figura 3.47 e Figura 3.58
fitness migliore. 
Ben 8 composti attivi su 10 vengono infatti riconosciuti entro il 9,56% del database 
analizzato, per quanto riguarda l’analisi col
il 6,80% nel caso dell’analisi con il
screening risultante dall’analisi 
VS inoltre raggiunge un RD_90 entro l’8,09%
totalità degli attivi nel 16,77% del database analizzato.
Le funzioni di scoring utilizzate nella valutazione dei risultati sono 
screening internal, e Distance
delle più accurate e affidabili poiché
molecola ma ne rappresenta un profilo complessivo considerando le migliori 
conformazioni per ogni probe individuale
 
Fig.3.67 Miglior enrichment plot relativo ai 
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Fig.3.68 Enrich.plot del VS 3kad_internal (Pin1
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La proteina Pin1 fa parte della famiglia delle Peptidil-Prolil Isomerasi (PPIasi), enzimi 
che catalizzano la reazione di isomerizzazione cis-trans del legame peptidico di residui 
legati all’amminoacido prolina. Fa parte delle PPIasi simili alle parvuline e si distingue 
dalle altre isomerasi per la presenza di uno specifico dominio N-terminale che media il 
riconoscimento di residui di serina e di treonina fosforilati che precedono 
immediatamente una prolina. Tale reazione viene attuata però attraverso l’azione del 
dominio C-terminale dell’enzima, la vera e propria rotamasi, che possiede un sito 
catalitico in grado di operare il cambiamento conformazionale. 
La necessità di ricercare nuovi potenziali inibitori di questo enzima deriva dal fatto che 
un’aumentata espressione e/o attività del Pin1 è correlata con lo sviluppo e la 
progressione di patologie cerebrali e tumorali. 
In particolar modo è stato messo in evidenza come Pin1 risulti sovra-espresso nella 
maggior parte dei tumori più comuni, quali il cancro al seno, alla prostata, ai polmoni e 
al colon, essendo fondamentale nella regolazione della ciclina D1 che ha un ruolo 
chiave nella stabilizzazione e nello sviluppo del cancro. 
La sua attività sulle cellule nervose invece preserva e stabilizza l’integrità del tessuto 
cerebrale, agendo sull’APP (Proteina Precorritrice dell’Amiloide) e sulla proteina Tau, 
prevenendo di fatto l’insorgenza di patologie neuro-degenerative come il morbo di 
Alzheimer. 
In questo lavoro di tesi gli studi sono stati incentrati sulla ricerca di nuovi potenziali 
inibitori dell’enzima Pin1, allo scopo di mettere a punto una procedura di Virtual 
Screening rapida, che permettesse di filtrare il maggior numero di molecole all’interno 
di un database, ma che allo stesso tempo fosse in grado di mantenere un numero 
ragionevole di ottimi candidati, potenziali lead, da poter ulteriormente processare. 
Per fare ciò ho utilizzato come strumento principale il software FLAP (Fingerprints for 
Ligands And Proteins), che rappresenta una procedura computazionale innovativa 







capace di esplorare lo spazio farmacoforico 3D di ligandi e proteine, consentendo di 
sfruttare al meglio le informazioni raccolte in letteratura sull’enzima e i suoi inibitori. 
Nella prima parte del progetto sono stati testati sia approcci di tipo Ligand-Based (LB) 
che Receptor-Based (RB); per tale scopo è stato creato un database di calibrazione, 
costituito da 3.808 molecole appartenenti al database MUV e da 11 inibitori del Pin1, 
selezionati dai 22 di partenza sulla base della loro natura strutturale differente e della 
loro attività. Questi ligandi attivi sono stati utilizzati come molecole di riferimento (sia 
in forma ricostruita tramite il software Maestro sia in forma cristallografica nella loro 
conformazione bioattiva) per gli screening LB, mentre per quelli RB è stata considerata 
la struttura dei vari cristalli del Pin1 trovati in letteratura. 
Questa fase del lavoro è stata effettuata per capire quale fosse l’approccio di screening 
più efficace per la ricerca di nuovi potenziali inibitori del Pin1, prima di passare ad una 
ricerca vera e propria all’interno di un database commerciale. 
Le differenti procedure di Virtual Screening sono state valutate, sulla base della loro 
abilità nel separare le molecole attive dalle presunte inattive, attraverso l’analisi degli 
enrichment plot ottenuti. Tali grafici mettono in relazione il numero degli attivi ritrovati 
con il numero totale delle molecole analizzate. In particolare è stata incentrata 
l’attenzione sull’andamento del cosiddetto early enrichment, ovvero sul numero di 
composti attivi restituiti nelle prime posizioni. 
Gli screening LB effettuati hanno fornito dei buoni risultati, con early enrichment 
decisamente migliori rispetto a quelli relativi agli screening RB. Pertanto questa 
strategia si è dimostrata la migliore nell’ottimizzare il ritrovamento delle molecole 
attive sul Pin1 all’interno del database di validazione. 
I risultati ottenuti in questa fase del lavoro hanno guidato la ricerca di nuovi potenziali 
inibitori del Pin1 sul database commerciale Enamine (precedentemente pre-filtrato), 
contenente 25.681 molecole, arricchito con gli 11 composti attivi utilizzati anche per la 
calibrazione, e sottoposto ai medesimi studi di Virtual Screening con la miglior 
procedura validata, ovvero l’approccio Ligand-Based. 
Dal confronto degli enrichment plot di questi ultimi LBVS con i rispettivi analoghi 
ottenuti negli screening del database di prova, si è stabilito quale fosse il calcolo in 
grado di restituire l’80% dei composti attivi nella minor percentuale di molecole 
analizzate (RD_80) e di ritenere dunque il minor numero possibile di decoys. Tale 







screening è risultato essere quello basato sul composto 3KAD_internal che ha restituito 
8 dei 10 composti attivi nel 6,80% del database Pin1-Enamine analizzato. 
Visti i risultati dei calcoli preliminari l’obiettivo era quello di trovare uno screening che 
riuscisse a restituire l’80% dei composti attivi sul Pin1 nella minor percentuale possibile 
di molecole analizzate sul database Pin1-Enamine, in maniera tale da poter selezionare 
solo una piccola porzione del database commerciale avente un’alta probabilità di 
contenere nuovi potenziali inibitori del Pin1. La porzione del database analizzato in cui 
viene restituito l’80% delle molecole attive sul Pin1 costituisce infatti un insieme di 
composti in cui la probabilità di trovare nuovi potenziali inibitori dell’enzima è elevata, 
in quanto la maggior parte degli inibitori utilizzati come riferimento si trova al suo 
interno. I decoys contenuti in questo subset presentano dei punteggi (relativi alla scoring 
function cui l’enrichment plot si riferisce) simili a quelli assegnati ai veri inibitori, 
dunque è probabile che fra tali decoys si nascondano nuovi composti attivi. Questa 
probabilità è ovviamente tanto più alta quanto più piccola è la porzione del database 
analizzato in cui vengono individuati i ligandi attivi di riferimento poiché maggiore è il 
rapporto tra questi e le molecole totali costituenti il determinato subset. 
Si può dunque affermare che è stato possibile selezionare un piccolo dataset di composti 
Enamine, contenente 2.093 molecole, pari a circa lo 0,14% dei composti presenti 
inizialmente in tutto il database, con una procedura di screening validata che potrà 
essere riutilizzata per filtrare altri database commerciali. Questo fa ben sperare sulla 
possibilità che tra i decoys selezionati si nascondano nuovi inibitori del Pin1. 
In prospettiva futura infatti questo piccolo database di molecole potrà essere 
ulteriormente processato, grazie a studi di docking e meccanica molecolare, con 
procedure che dovranno comunque essere precedentemente validate, per testare poi 
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